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RESUMO

Peconhas animais sdo misturas complexas de componentes cuja funcédo esti
relacionada com a defesa ou captura/digestdo da presa e essa composicdo é
variavel de acordo com o grupo filogenético, distribuicdo geogréafica, ontogenia,
sexo, habitat, dieta. Dentre os componentes estdo proteinas com atividade
enzimatica ou ndo, peptideos vasoativos, aminas biogénicas, aminoacidos livres,
lipideos, carboidratos, anions e cations. Este estudo isolou duas fosfolipases
presentes na peconha do escorpido Hadrurus gerstchi e analisou a composicao
enzimatica da peconha da arraia Potamotrygon falkneri com o objetivo de contribuir
para o conhecimento da composi¢cao enzimética dessas peconhas. Na peconha de
Hadrurus gerstchi foram isoladas duas fosfolipases. A primeira delas como massa
molecular de 14 kDa, atividade especifica de 13.529 U/mg, pH 6timo de atividade
em 8,5, temperatura 6tima de atividade entre 35-40°C, com estabilidade mantida
até temperatura de 30°C. A segunda fosfolipase apresentou massa molecular de
11 kDa, atividade especifica de 7.135 U/mg, pH 6timo de atividade 8,0 e estavel
até a temperatura de 10°C. As duas enzimas sdo calcio dependentes o que sugere
pertencerem ao grupo das fosfolipase Az e mostraram importante atividade
hemolitica e edematogénica. A peconha de P. falkneri foi testada frente as
atividades enzimaticas de  fosfolipase, hialuronidase, 5’nucleotidase,
fosfodiesterase, L-aminoacido oxidase e atividades proteoliticas de colagenase,
elastase, substratos cromogénicos de azocaseina e azoalbumina e atividade
fibrinogenolitlica. A peconha apresentou resultados positivos para a maioria dos
ensaios, com excecdo de fosfodiesterase, L-aminodcido oxidase e atividade
fibrinogenolitica, sendo que hialuronidase foi a enzima com maior atividade,
seguida das enzimas proteoliticas, indicando a participacdo destas enzimas na
fisiopatologia do envenenamento. Desta forma pode se concluir, que apesar de
componentes comuns entre as duas espécies, a funcdo destes componentes é
diferente, quando se considera a biologia do animal. As arraias possuem uma
peconha com composicdo aparentemente mais simples do que a dos escorpides,
no sentido de qualidade e quantidade dos componentes. As moléculas, apesar de
complexas, uma vez que possuem alta massa molecular e de arranjos estruturais
complexos, parecem estar voltadas apenas para a funcdo de defesa, provocando
uma sintomatologia muito especifica, caracterizada por um processo inflamatorio
grave, porém local, enquanto que a peconha escorpibnica, além da defesa,
também é utilizada para a captura e paralisia da presa.
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ABSTRACT

Animal venoms are complex mixtures of components whose function is related to
the defense or capture/digestion of prey and this composition is variable according
to the phylogenetic group, geographic distribution, ontogeny, sex, habitat, diet.
Among the components are proteins with enzymatic activity or not, vasoactive
peptides, biogenic amines, free amino acids, lipids, carbohydrates, anions and
cations. This study isolated two phospholipases present in the venom of the
scorpion Hadrurus gerstchi and analyzed the enzymatic composition of the venom
from Potamotrygon falkneri streak with the objective of contributing to the
knowledge of the enzymatic composition of these venoms. In the venom of
Hadrurus gerstchi two phospholipases were isolated. The first one had a molecular
mass of 14 kDa, a specific activity of 13,529 U/mg, optimum activity pH of 8.5,
optimal activity temperature of 35-40°C, with a stability maintained at a temperature
of 30°C. The second phospholipase had molecular mass of 11 kDa, specific activity
of 7,135 U/mg, optimum pH of activity 8.0 and stable until the temperature of 10°C.
The two enzymes are calcium dependent, suggesting that they belong to the group
of phospholipase A2 and showed important hemolytic and edematogenic activity.
The P. falkneri venom was tested against the enzymatic activities of phospholipase,
hyaluronidase, 5'nucleotidase, phosphodiesterase, L-amino acid oxidase and
proteolytic activities of collagenase, elastase, chromogenic substrates of azocasein
and azoalbumin, and fibrinogenolytic activity. The venom presented positive results
for most of the tests, with the exception of phosphodiesterase, L-amino acid
oxidase and fibrinogenolytic activity, and hyaluronidase was the enzyme with the
highest activity, followed by proteolytic enzymes, indicating the participation of
these enzymes in the physiopathology of the poisoning. In this way it can be
concluded that despite the common components between the two species, the
function of these components is different when considering the biology of the
animal. Streaks have a venom with composition apparently simpler than that of
scorpions, in the sense of quality and quantity of the components. The molecules,
although complex, since they have high molecular mass and complex structural
arrangements, seem to be oriented only to the defense function, provoking a very
specific symptomatology, characterized by a severe but local inflammatory process,
while the venom scorpion, besides the defense, is also used for the capture and
paralysis of the prey.
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ATIVIDADE ENZIMATICA DAS PECONHAS ANIMAIS

1. Introducéo

As peconhas possuem uma composicdo bastante complexa e suas funcdes
estdo relacionadas principalmente a aquisicdo de alimento (captura e digestdo) e
na defesa individual e/ou coletiva. Cada grupo de animais possui suas proprias
exigéncias particulares para a acao de sua peconha e essas exigéncias sofrem
influéncia de varios fatores, dentre eles filogenia, distribuicdo geografica, idade,
sexo, dieta, habitat, ocorrendo praticamente em todos os niveis: interfamiliar,

intergéneros, inter e intraespécies e individualmente (Chippaux et al., 1991).

Os sinais clinicos apresentados nos envenenamentos provocados por
animais peconhentos sdo proporcionados por uma grande quantidade de
componentes biologicamente ativos dentre eles proteinas com atividade enzimética
ou ndo, peptideos vasoativos, aminas biogénicas, aminoécidos livres, lipideos,
carboidratos, anions e cations. O efeito letal é causado por toxinas cujo alvo séo
receptores especificos localizados nas membranas celulares. Podem ainda
perturbar a atividade de enzimas criticas, receptores ou canais ibnicos provocando
uma desorganizagdo geral nos sistemas nervoso central e periférico, sistemas
cardiovascular, neuromuscular, na coagulacdo sanguinea e na homeostase

(Calvete et al., 2009).

As enzimas desempenham um importante papel na atividade da peconha
uma vez que estdo envolvidas em varios efeitos fisiopatoldgicos do
envenenamento. Dentre as mais enzimas mais comumente encontradas nas
peconhas estdo as proteases, fosfolipases, L-aminoacido oxidase, 5’ nucleotidase,

hialuronidases e as esterases.
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2. Proteases

As proteinases sdo mais comumente descritas nas peconhas ofidicas,
especialmente nas serpentes da subfamilia Viperinae (Teixeira et al., 2009), mas
também ja foram descritas em varias outras peconhas como, por exemplo, de
peixes, abelhas, aranhas, escorpides (Carrijo et al., 2005; Ren et al., 2011). Além
de proteinases, essas enzimas podem receber varias nomeacdes como, por
exemplo, enzimas proteoliticas, proteases, endopeptidases, peptidases. Estdo

classificadas em dois grandes grupos as metaloproteinases e as serinoproteinases.

As metaloproteinases (MPs) (EC 3.4.24), muito bem conhecidas nas
peconhas ofidicas, compreendem a subfamilia M12 de metaloproteinases, também
denominadas reprolisinas que pertencem a familia de metaloproteinases
dependentes de zinco, uma vez que possuem este metal ligado ao sitio de
atividade. Essas enzimas contém pontes dissulfeto que estabilizam sua estrutura e
funcdo. As MPs sdo classificadas em trés classes principais, P-I, P-Il e P-Ill, de
acordo com a organizacdo de seu dominio. As enzimas classificadas como P-I
possuem massa molecular entre 20-30 kDa e sdo compostas por um Unico dominio
catalitico de metaloproteinase. As pertencentes ao grupo P-Il ttm massa molecular
entre 30-60 kDa e, além do dominio catalitico de metaloproteinase, também é
constituida por um dominio de desintegrina. As MPs pertencentes ao grupo P-lIl,
cuja massa molecular varia entre 60-100 kDa), além de possuirem o0s dois
dominios anteriormente citados, metaloproteinase e desintegrina, também
possuem um outro dominio rico em cisteina (Calvete, 2005; Fox e Serrano, 2005;

Sajevic et al., 2011).

Varias atividades biolégicas séo atribuidas as metaloproteinases incluindo
hemorragia, edema, hipotensao, inflamacdo e necrose (Gutiérrez e Rucavado,
2000), os quais sdo provocados pelas varias enzimas pertencentes a este grupo
dentre elas as enzimas ativadoras de protrombina, ativadoras do fator X, enzimas
fibrinogenoliticas, inibidores da agregacao plaquetaria e hemorraginas (Gutiérrez e

Rucavado, 2000; Sajevic et al., 2011).
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As serinoproteinases pertencem a familia S1 de proteinases semelhantes a
tripsina. Estas enzimas clivam as cadeias polipeptidicas em seu lado C-terminal
em residuos carregados positivamente. Possuem uma dobra tipica de tripsina
constituida pela triade His-Asp-Ser, 12 residuos de cisteina, dos quais 10 sdo
emparelhados em 5 pontes dissulfeto, da mesma forma que na tripsina. Os outros
dois residuos de cisteina restantes formam uma ponte que é caracteristica das
serinoproteinases. Na sua forma madura, geralmente sao glicoproteinas de cadeia
simples, com massa molecular variando entre 26 e 67 kDa. Agem sobre uma
grande diversidade de substratos, demonstrando grande versatilidade em sua
atividade, principalmente na agregacao plaquetaria, coagulacao, fibrinélise, atuam
sobre o sistema de complemento e no controle da pressdo arterial. As enzimas
mais comumente descritas e pertencentes a este grupo sao as enzimas do tipo
trombina, os ativadores dos fatores VIl e V, ativador de proteina C, ativador do

plasminogénio e ativadores da agregacao plaquetéria (Sajevic et al., 2011).

Algumas serinoproteases sdo conhecidas por uma atividade do tipo
calicreina, a qual é uma enzima que atua no sistema calicreina-cinina o qual é
ativado em varios processos fisiolégicos, tais como regulagcdo de pressédo
sanguinea, funcdes renais e cardiacas, e também atua em processos patoldgicos
como inflamacdes. Serinoproteases deste grupo, assim como a calicreina, liberam
o horménio hipotensor bradicinina através da clivagem do cininogénio (Monteiro et

al., 2001; Moreau et al., 2005; Serrano e Maroun, 2005).

3. Fosfolipases

As fosfolipases fazem parte de um grupo de enzimas, as hidrolases, que
catalisam a clivagem de moléculas de fosfolipidios adicionando uma molécula de
agua, hidrolisando uma ou mais ligagbes ésteres dos glicerofosfolipideos, sendo,
dessa forma enquadradas em duas categorias, as acil hidrolases, as quais agem

sobre ligacdes éster carboxilicas, e as fosfodiesterases, que hidrolisam ligacdes
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fosfodiéster. No primeiro grupo estdo as fosfolipases A1 e A2, fosfolipase B
(lisofosfolipase), enquanto que o segundo grupo contém a fosfolipase C e

fosfolipase D (Figura 1).

0 /\ PLB
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ey, ( PLA,
gt@/—d 0\[(\/’/\=/—:/\=/\=/\/\/
PLD—W ﬁ 3

>;°5,/\/°—*,"‘

Fosfolipideo

Figura 1. Esquema mostrando os sitios de ac¢do das fosfolipases. As setas indicam a
posicéo de atividade de cada enzima. Adaptado de Kohler et al. (2006).

Segundo a International Union of Biochemistry and Molecular Biology (Moss,

2015), as fosfolipases estdo assim nomeadas:

EC 3. Hidrolases
EC 3.1. Atividade sobre ligacdes ésteres

EC 3.1.1. Ligacdes éster carboxilicas
EC. 3.1.1.32. Fosfolipase A1
EC. 3.1.1.4. Fosfolipase Az
EC. 3.1.1.5. Fosfolipase B (Lisofosfolipase)

EC. 3.1.4. Ligaces fosfodiéster
EC. 3.1.4.3. Fosfolipase C
EC. 3.1.4.4. Fosfolipase D

Estas moléculas estdo presentes em varios tipos celulares, incluindo
bactérias, fungos, células vegetais e células animais, sendo que cada célula pode
ter mais de um tipo de fosfolipase. S&o atribuidas trés funcdes principais as
fosfolipases, considerando sua relevancia fisiolégica. Elas podem servir como
enzimas digestivas, como por exemplo, as fosfolipases presentes nas peconhas,
podem desempenhar papel importante na manutencdo e remodelacdo da
membrana, e ainda pode regular os mecanismos celulares, como por exemplo, a

criagdo de moléculas de lipideos bioativos (Waite, 1987).
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As fosfolipases Ai catalisam a clivagem de fosfolipideos na posi¢cdo sn-1,
formando &cidos graxos e lisofosfolipideos. Esta enzima esta presente em
inUmeras espécies de mamiferos, plantas, fungos, bactérias e protozoarios, sendo
gue nestes ultimos sdo considerados como fator de viruléncia (Belaunzaran et al.,
2013). PLA:1 possui uma vasta variedade de fungbes celulares que incluem
regulacdo e facilitacdo da producdo de mediadores de lisofosfolipideos e ainda
agem como enzimas digestivas. Os produtos da reacéo catalisada pelas PLA1 sé@o
importantes em varias funcdes biolégicas, como a agregacdo plaquetéria e
contracdo do musculo liso. Além disso, lisofosfolipideos podem ser utilizados como
tensoativos na indastria cosmética e alimentar devido a sua acdo emulsificante

(Richmond e Smith, 2011).

Na peconha de vespas esta enzima tem sido muito bem caracterizada em
varias espécies, sendo considerada como o principal alérgeno dessas peconhas e
ainda por atuar no processo inflamatério, causando o edema, assim como tem

acdo importante na ativacado plaquetéaria (Sukprasert et al., 2013).

Fosfolipase A2 (PLA2) hidrolisam fosfolipideos na posi¢cao sn-2 do glicerol,
liberando lisofosfolipideos e acidos graxos. Elas hidrolisam varios tipos de
fosfolipideos, como por exemplo, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, plasmogénio, plasmenilcolina,
fator de agregacdao plaquetaria. Estas enzimas tanto no ambiente intracelular como
no extracelular sdo as mais bem estudadas, devido ao seu importante papel em
varias atividades bioldgicas como, por exemplo, na fertilizacao, proliferacéo celular,
contracdo muscular, hipersensibilizagdo e nas doencgas inflamatérias. Também tém
grande importancia nas funcdes celulares como transducédo de sinal na via de
biossintese de prostaglandinas e leucotrifenos, homeostase da membrana
incluindo a manutencdo do fosfolipideo celular e reparo da membrana através de
reacoes de desacilagdo e reacilagao (Six e Dennis, 2000; Kini, 2003). As PLAzs
podem ser classificadas de acordo com varios parametros. Kini (1997)

considerando a estrutura, sitio catalitico e massa molecular, classifica essas
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enzimas em dois grandes grupos, as PLA2 de alta massa molecular (140-400 kDa)
e as de baixa massa molecular (13-15 kDa). O primeiro grupo ainda € subdividido
em dois grandes grupos, que sdo as PLA:z célcio dependentes e as PLA:z célcio
independente. O segundo grupo é subdividido em quatro grandes grupos — Grupo

[, Grupo Il, Grupo IIl e Grupo IV, como mostrado na Figura 2.

Fosfolipases A,
PLA, Alta massa PLA, Baixa Massa
molecular molecular
|| | | . | |
PLA, Ca>- ;
Dependente Grupol Grupo IT Grupo 111 Grupo IV
PLA2 Ca’- | | GrupolA Grupo IIA
independente (Elapideos) Asp-49
Grupo IB Grupos IIB
— (PLA, Lys-49
pancreéticas)

Figura 2. Classificacdo das fosfolipases A, (adaptado de Kini, 1997)

Estas enzimas sdo amplamente estudadas nos mais variados grupos de
animais peconhentos, onde tém um importante papel na digestdo da presa, agindo
em uma grande variedade de processos farmacologicas interferindo na
homeostase, como por exemplo, tém atividade neurotéxica pré e poés sinaptica,
miotoxicidade, efeitos coagulantes, inibicdo da agregacao plaquetéria, atividade
hipotensiva e convulsivante, inducdo de edema (Mukherjee, 2014; Bustillo et al.,

2015; Chung et al., 2015; Damotharan et al., 2016)

As fosfolipases B (PLB) € um grupo diferenciado de fosfolipases, uma vez
gue podem apresentar trés atividades distintas: atividade de fosfolipase A1, quando
hidrolisam a ligacdo sn-1 do fosfolipideo, ou de fosfolipase A2, quando sua
atividade ocorre na ligacdo sn-2; atividade de lisofosfolipase e ainda de

transacilase. Esta enzima tem sido descrita e caracterizada em células de
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mamiferos, bactérias e, especialmente em fungos onde geralmente sao
consideradas, apesar de varias controvérsias, como fator de viruléncia (Farn et al.,

2001; Kohler et al., 2006; Xu et al., 2009).

Nas peconhas, PLBs foram primeiramente descritas em serpentes e abelhas
por Doery e Pearson (1964). Posteriormente também foram identificadas nas
peconhas de vespas (Abe et al.,, 2000). Mais recentemente, utilizando-se de
técnicas protebmicas e de transcriptoma, PLBs tém sido identificadas nas
peconhas de algumas serpentes da familia Viperidae e Elapidae, dentre elas
Bungarus candidus e Bungarus fasciatus (Rusmili et al., 2014), Crotalus
adamanteus (Margres et al., 2014), Micrurus fulvius (Margres et al., 2013),
Porthidium lansbergii lansbergii (Jimenez-Charris et al.,, 2015), Bothrops
erythromelas (Jorge et al., 2015), Crotalus durissus terrificus (Melani et al., 2015),
Lachesis muta (Wiezel et al., 2015), Gloydius intermedius (Yang et al., 2015),
Crotalus vegrandis (Viala et al., 2015). Apesar da grande quantidade de descricédo
da presenca de PLB em peconhas, ainda pouco se conhece seus efeitos e
funcbes. Alguns autores descrevem que esta enzima é bastante estavel, com
atividade méxima em pH basico, em torno de 8-10, e importante atividade

hemolitica e s&o ativadas por Ca®* e Mg?*.

As fosfolipases C (PLC) sdo responsaveis pela conversao de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3). Os dois produtos da reacdo catalisada pela PLC, DAG e IP3, sao
importantes no controle de diversos processos celulares e ainda sdo substratos
para a sintese de outras moléculas importantes na sinalizacdo. Quando PIP2 é
clivado, DAG permanece ligado a membrana, e IP3 € liberado no citosol. IP3, em
seguida, difunde-se através do citosol para se ligar a receptores especificos de
IP3, os canais de calcio do reticulo endoplasmético liso, fazendo com que a
concentracdo citosoélica do célcio aumente, causando uma cascata de alteracdes

na atividade intracelular (Goni et al., 2012; Yang et al., 2013)

Além disso, o calcio e DAG, juntos,ativam a proteina C quinase (PCK). Além
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disso, a fosfolipase C desempenha um papel importante na via de inflamagéo. A
ligacdo de agonistas aos receptores na superficie de plaquetas pode desencadear
a ativacdo da PLC, catalisando a liberacdo de &cido araquidbnico e partir de
fosfolipideos de membrana, o qual pode entdo, seguir para a via da ciclooxigenase
e a via da lipoxigenase. Mastoparanos presentes na peconha de vespas pode
ativar a fosfolipase C ou os produtos de sua reacdo na membrana plasmatica de

mamiferos (Wallace e Carter, 1989)

Fosfolipases D (PLD) catalisam a hidrolise da ligacdo fosfodiéster dos
glicerofosfolipideos ou esfingofosfolipideos produzindo &cido fosfatidico, &cido
lisofosfatidico, ceramida-1-fosfalto, colina livre e outras moléculas hidrofilicas,
como serina, inositol e etanolamina. O acido fosfatidico liberado no ambiente
celular é metabolicamente convertido em diacilglicerol e/ou acido lisofosfatidico,
enquanto a ceramida-1-fosfato € convertida em esfingosina-1-fosfato. Ambas as
moléculas podem agir como segundo mensageiros dentro das células, contribuindo

para os efeitos de fosfolipase D (Chalfant e Spiegel, 2005).

Esta enzima foi detectada desde organismos simples como virus e
bactérias, até os mais complexos como plantas e vertebrados. Abordagens
genéticas e farmacoldgicas colocam a PLD em uma grande variedade de
processos celulares, dentre eles, sinalizacdo de receptores, controle de transporte
na membrana intracelular e reorganizagéo do citoesqueleto de actina (Mcdermott

et al., 2004).

Fosfolipase D tem sido descrito como um fator dermonecrético presente na
peconha de algumas espécies de aranhas do género Loxosceles (Catalan et al.,
2011; Magalhdes et al., 2013). Nestes estudos, a fosfolipase D provocou uma
resposta inflamatdria macica na derme da pele de coelhos, provocando agregacao
de plaquetas, aumento da permeabilidade vascular, edema e morte e ainda pode
ser responsavel pelo quadro de nefrotoxicidade exibido no envenenamento

causado por estas espécies.
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4. Hialuronidases

Hialuronidases (EC: 3.2.1.35) catalisam a clivagem de liga¢c6es glicosidicas
internas de alguns mucopolissacarideos de tecidos animais, como por exemplo,
acido hialurénico e sulfato de condroitina A e C. Sao produzidas por bactérias e
fungos, protozoarios, tumores malignos, parasitos, crustaceos, lisossomas,
esperma de mamiferos onde participam de diversos processos biolégicos como
fagocitose, mitose, desenvolvimento e implantacdo de embrides, adeséo,

migracgao, proliferacao e diferenciagéo celular (Stern e Jedrzejas, 2006).

Nas peconhas, a hialuronidase foi descrita em todos 0s grupos estudados
sendo que sua atividade especifica varia muito entre os diferentes grupos e até
mesmo dentro dos mesmos géneros. Nao sdo toxicas, mas sdo conhecidas por
potencializar a toxicidade das peconhas uma vez que atuam como um “fator de
dispersao” contribuindo, dessa forma para o envenenamento, tanto local como
sistémico por facilitar a difusdo das toxinas nos tecidos e na circulacao das presas

e/ou vitimas (Girish et al., 2004; Wahby et al., 2012b).

5. L-aminoécido oxidase

Outra enzima importante, muito comumente encontrada nas peconhas,
especialmente peconhas ofidicas, € a L-aminoacido oxidade (LAAO, EC 1.4.3.2).
Estas enzimas s&o flavoenzimas que catalisam a deaminagdo oxidativa de L-
aminoacidos em a-cetoacido com a producdo de aménia e peréxido de hidrogénio
(H202). Possuem massa molecular entre 110-150 kDa. Sua funcéo especifica na
peconha e, consequentemente no envenenamento, ainda € desconhecida, sendo
que ja foram reportados efeitos biolégicos de ativacao/inibicdo da agregacao
plaquetaria, edema, hemorragia, hemdlise, citotoxicidade, inducdo de apoptose,
atividade antimicrobiana sobre bactérias, protozoarios e virus e ainda atividade

antitumoral. Aparentemente os efeitos bioldgicos citados sdo decorrentes da acéo
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secundéaria do H202, produzido durante a reacdo enzimatica, o qual induz a

apoptose celular (Costa et al., 2015; Burin et al., 2016).

6. Fosfodiesterase e 5’nucleotidase

Algumas enzimas sdo desconhecidas no ponto de vista de sua funcdo nas
peconhas, apesar de serem descritas em varias espécies. Dentre estas estdo as
fosfodiesterases e as 5'nucleotidases. As fosfodiesterases (E.C. 3.1.4.1) séo
moléculas de alta massa molecular que catalisam a hidrélise de ligacbes
fosfodiéster. Sdo consideradas como exonucleases uma vez que catalisam a
hidrolise de DNA e RNA iniciando na extremidade 3’ do polinucleotideo liberando
5’'mononucleotideos, sendo, por essa razdao, muito utilizadas nos estudos da
estrutura e sequencia de DNAs. Sdo muito conhecidas nas pegonhas ofidicas, mas
também ja foram descritas em peconhas de alguns peixes (Sivan et al., 2010; Fox,
2013). Estas enzimas podem influenciar em uma grande variedade de processos
farmacoldgicos incluindo producdo e acdo de mediadores inflamatorios, funcdes
em canais i0nicos, contracdo muscular, diferenciacdo celular, apoptose,

lipogénese, glicogendlise e gliconeogénese (Jeon et al., 2005).

A enzima 5nucleotidase (EC: 3.1.3.5) é uma fosfomonoesterase
caracteristica do figado, rim e sémen. Hidrolisa o fosfato esterificado do carbono 5’
de ribose e desoxirribose. E conhecida em peconhas ofidicas, peixes, lagartos,
artropodos e himenépteros (Tan e Ponnudurai, 1992). Alguns autores sugerem que
a 5’nucleotidase tenha uma agao sinérgica com outras enzimas como ADPase,
fosfolipase e proteases para obter uma maior atividade anticoagulante (Silva Jr e
Aird, 2001; Dhananjaya et al., 2009). De acordo com Le Hir e Kaissling (1993) a
5’nucleotidase parecer produzir adenosina que age como um hormonio local,

modificando uma variedade de processos fisioldgicos.
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Capitulo |

ISOLAMENTO DE UMA FOSFOLIPASE DA
PECONHA DO ESCORPIAO Hadrurus gerstchi
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1. INTRODUCAO

1.1. Os escorpides

Os escorpides pertencem ao filo Arthropoda, classe Arachnida e a ordem
Scorpiones que inclui aproximadamente 2.000 espécies distribuidas 16 familias
dentre elas Bothriuridae, Chactidae, Chaerilidae, Pseudochactidae, Euscorpiidae,
Heteroscorpionidae, Iuridae, Caraboctonidae, Vaejovidae, Scorpionidae,
Superstitioniidae, Troglotayosicidae, Hormuridae, Typhlochactidae, Buthidae e
Hemiscorpiidae, em um total de 190 géneros, sendo que os escorpides de maior
interesse médico estdo incluidos dentro da familia Buthidae e Hemiscorpiidae. Os
escorpides sdo de origem aquatica no periodo siluriano, e, por terem sofrido
poucas mudancas morfoldgicas nos ultimos 450 milhdes de anos, alguns autores

os definem como fdsseis vivos (Lourenco, 2015).

Estdo adaptados aos mais variados tipos de habitat, desde os desertos as
florestas tropicais e do nivel do mar a altitudes de até 4.400 metros. A maioria das
espécies tem preferéncia por climas tropicais e subtropicais. Sao animais
essencialmente predadores, alimentando-se principalmente de insetos e de outros

pequenos animais (Stockmann, 2015).

Hadrurus um género de escorpides que pertence a familia Caraboctonidae.
Séao fossoriais e popularmente conhecidos como “mata caballo”. S&do encontrados
em desertos arenosos no noroeste do México e sudoeste dos Estados Unidos. As
espécies deste género sdo grandes podendo atingir até no maximo 15 cm, e
possuem cor em tons amarelados. Embora ndo seja considerado como perigoso,
as picadas por escorpioes deste género séo bastante dolorosas e, ao contrario de
outras grandes espécies de escorpifes que se defendem usando seus poderosos
pedipalpos para beliscar o agressor, as espécies do género Hadrurus preferem a

picada. As espécies deste género sao bastante ativas durante a noite.

O corpo dos escorpides € revestido por um exoesqueleto de quitina que
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suporta e protege suas estruturas internas. Divide-se em duas partes, o cefalotdérox
(prossoma), que € dorsalmente coberto por uma carapaca e o0 abddémen
(opistossoma), que é composto pelo mesossoma e metassoma. No prossoma
estdo inseridos um par de queliceras e um par de pedipalpos (pingas) e quatro
pares de pernas; no mesossoma, em sua face ventral, esta localizado o opérculo
genital e os apéndices sensoriais em forma de pentes que permitem a captacao de
estimulos mecanicos e quimicos do meio, além de espiraculos que séo aberturas
externas dos pulmdes; o metassoma € constituido por cinco segmentos e na sua
extremidade encontra-se o télson, o qual contém um par de glandulas produtoras
da peconha que desembocam em dois orificios situados de cada lado da ponta do

ferrdo (Figura 3).

Carapaca (prossoma)

Tronco (mesossoma)

Cauda (metassoma) Telson

Figura 3. Morfologia externa escorpido (Fonte: Ministério da Saude, 2009)

O aparato de peconha dos esta localizado na extremidade posterior do
corpo do animal, ao final do metassona, no télson. E constituido de um ferrdo que
€ utilizado para a inoculagcédo da peconha, e por duas glandulas localizadas abaixo
do exoesqueleto quitinoso. Escorpides alimentam-se de insetos, aranhas e outros

invertebrados pequenos, logo os componentes da pegonha atuam efetivamente na
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paralisia dessas presas, mas também apresenta funcdo de defesa, e é altamente

letal para vertebrados, incluindo mamiferos (Stockmann, 2015).

O escorpionismo é o segundo acidente com animais peconhentos de maior
importancia no mundo, representando um grave problema de saude principalmente
nas regides tropicais e subtropicais. Estima-se que ocorram aproximadamente 1,5
milhdes de casos de envenenamento escorpidénico por ano, sendo que destes,
cerca de 2.600 evoluem para morte. A incidéncia de escopionismo € maior em
individuos adultos, porém a ocorréncia de quadros graves e a mortalidade sao
mais elevadas em criancas. Apesar da existéncia de varias espécies de
escorpides, a sintomatologia do envenenamento é similar para todas elas, variando
basicamente na intensidade dos diferentes sinais que podem ser observados

(Chippaux, 2012).

O quadro clinico pode ser classificado em leve, moderado e grave e a
severidade do envenenamento estd associada aos efeitos sistémicos
apresentados. O primeiro sinal clinico no envenenamento escorpionico € a dor no
local da picada, que ocorre imediatamente apos a inoculacdo da peconha e, em
alguns casos pode-se detectar também edema, hiperemia, sudorese e piloerecéo.
Dentro de poucas horas, as vitimas podem apresentar manifestacfes sistémicas
como agitacdo, taquicardia, sialorréia, sudorese, vémito, vasoconstricdo periférica,
hipo ou hipertenséo, hiperglicemia, broncodilatagéo, dor abdominal entre outros. O
quadro pode evoluir para choque cardiocirculatério e edema agudo do pulmao,

sendo as causas mais frequentes de ébito (Cupo et al., 1994; Chippaux, 2012).

Os sintomas locais observados nos envenenamentos escorpiénicos, como a
dor, podem ser combatidos pela utilizacdo de analgésicos e anti-inflamatérios A
soroterapia utilizando soro antiescorpidnico especifico € o tratamento padrao para
neutralizar os efeitos toxicos, especialmente nos casos classificados como
moderados e graves. O sucesso da imunoterapia depende da rapidez com que o
soro é aplicado, assim como da via de administracdo e da poténcia do soro

utilizado (Ismail, 2003; Chippaux, 2012).
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1.2. A peconha escorpibnica

A peconha escorpionica, da mesma forma que outras peconhas, € uma
mistura complexa de moléculas bioativas, composta por substancias dentre as
quais estdo peptideos e proteinas, principalmente enzimas, aminoacidos livres,
aminas biogénicas, sais inorganicos cuja funcdo principal é defesa e captura da
presa. Sua constituicdo esta relacionada principalmente a predacao e a digestao,
tendo a defesa como papel secundario. E rico em neurotoxinas, proteinas de
carater basico de baixa massa molecular, que exercem seu efeito nocivo através
de ligacBes de alta afinidade e especificidade com varios canais idGnicos. Esta
interacdo prejudica o funcionamento dos sistemas neuromuscular, respiratorio e
cardiovascular, fazendo com que as neurotoxinas sejam as principais responsaveis
pelos efeitos toxicos observados em envenenamentos. Além disso, devido a sua
alta afinidade e especificidade por seu alvo, essas moléculas sdo muito utilizadas
para o estudo do funcionamento de canais i6nicos, sendo importantes para o
campo da fisiologia (Rodriguez De La Vega e Possani, 2005; Gopalakrishnakone et

al., 2015).

Os peptideos presentes na peconha de escorpides podem ser classificados
segundo varios critérios, como por exemplo, tamanho da cadeia proteica (cadeia
longa ou curta), especificidade (toxinas especificas para mamiferos, insetos e
crustaceos), mecanismo de acao (neurotoxinas ou citotoxinas) e ainda toxinas com
ou sem pontes de dissulfeto (Zhijian et al., 2006). Considerando o critério da
auséncia ou presenca de pontes dissulfeto, os primeiros apresentam atividades
biolégicas do tipo antimicrobiana, hemolitica, atividade potencializadora de
bradicinina (Zeng et al., 2005). JA& os que possuem pontes dissulfeto sdo os
responsaveis pelos principais efeitos da peconha escorpidnica por sua capacidade
de interacdo com uma grande variedade de tipos e subtipos de canais idnicos,
especificamente sobre os canais de sédio, potassio, calcio e cloro (Rodriguez De
La Vega e Possani, 2005; Quintero-Hernandez et al., 2013; Santibanez-Lopez e

Possani, 2015).
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No ponto de vista médico, as toxinas que interagem com os canais de sodio
em mamiferos, sdo as mais importantes. Estas toxinas sdo polipeptideos que
possuem entre 61-76 residuos de aminoacidos, ligadas por quatro pontes
dissulfeto, sendo classificadas em duas categorias, baseada nos seus efeitos
fisioloégicos sobre o canal: a-toxinas (aNaScTxs) que se ligam ao receptor 3 na
superficie extracelular do canal e inibe a sua rapida inativagdo, e as B-toxinas
(bNaScTxs), que se ligam ao receptor 4 e deslocam o limiar de ativagcado do canal
para potenciais de membrana negativos. As toxinas que agem sobre canais para
K* (KTxs), sdo peptideos de cadeia curta, com 22 a 47 residuos de aminoacidos e
com 2 a 4 pontes dissulfeto. Os peptideos que modulam a atividade dos canais
para Ca?* sdo menos comuns e podem ser divididos em dois tipos: os inibidores
das correntes idnicas nos canais de Ca?* Tipo T, que possuem em torno de 63
residuos de aminoacidos e 4 pontes dissulfeto, e o0s peptideos que
especificamente modulam os canais de Ca?' sensiveis a rianodina (Quintero-
Hernandez et al.,, 2013) e, por ultimo os peptideos moduladores do canal para
cloreto, isolados de Leiurus quinquestriatus: a clorotoxina, que bloqueia a
condutancia dos canais para cloreto de células epiteliais (Debin et al., 1993),
GaTxl, que inibe os canais seletivos a anions da proteina CFTR (Fuller et al.,

2007) e GaTx2 que inibe os canais CIC-2 (Thompson et al., 2009)

Dentre as moléculas com atividade enziméatica, as proteases,
hialuronidases, e fosfolipases sdo comumente descritas na peconha de escorpides,
seja identificando a atividade na peconha bruta (Venancio et al., 2013; Jridi et al.,
2015; Pucca et al.,, 2015), ou utilizando-se de técnicas de transcritbmicas e
protedmicas (Schwartz et al., 2007; Diego-Garcia et al., 2014; Fuzita et al., 2015;

Luna-Ramirez et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

No banco de dados UniProtKb estdo registradas, atualmente, a sequéncia
de 21 fosfolipases identificadas a partir da pegconha de escorpides cujas massas
moleculares variam entre 10-40 kDa, sendo seis da espécie Anuroctonus

phaiodactylus, quatro da espécie Opisthacanthus cayaporum, duas de Pandinus
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imperator e uma de Hadrurus gertschi, Heterometrus fulvipes, Heterometrus
laoticus, Hottentotta judaicus, Mesobuthus gibbosus, Mesobuthus tamulus,
Pandinus cavimanus, Taurulus bubalis e Tityus bahiensis (Uniprotkb, 2015). Porém
alguns outros autores isolaram e/ou identificaram também nas espécies
Opisthacanthus elatus, Hemiscorpius lepturus, Tityus discrepans, qual foi
identificada a atividade de uma enzima compativel com atividade de fosfolipase C
(Louati et al., 2013; Ramirez-Bello et al., 2014; Jridi et al., 2015; Estrada-Gomez et
al., 2016).

Poucos componentes tém sido identificados ou isolados a partir da pegonha
de H. gertschi. A primeira molécula isolada e caracterizada foi a hadrurina, um
peptideo basico, com atividade antimicrobiana, cuja cadeia € composta por 41
residuos de aminoacidos e massa molecular de 4.436 Da. Este peptideo foi
citotoxico em eritrocitos humanos e inibiu o crescimento de Salmonella thyphi,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus cloacae, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia colie, Serratia marscences, provavelmente por um mecanismo de
desestabilizacdo da membrana dos microrganismos (Torres-Larios et al., 2000).
Importante salientar que, embora hadrurina tenha sido reportada como um
componente da peconha de H. aztecus, os espécimes utilizados naquele trabalho
foram, posteriormente, identificados taxonomicamente como H. gertschi (Schwartz

et al., 2007).

O mesmo grupo de pesquisadores, em 2006, também identificou outra
toxina, nomeada como HgeTx1, que age especificamente sobre canais de K*, com
massa molecular de 3.950 Da. Esta toxina contem 36 residuos de aminoacidos e

sua cadeia € estabilizada por quatro pontes dissulfeto (Schwartz et al., 2006).

Posteriormente Diego-Garcia e colaboradores (2007), identificaram a
presenca de escorpina e seus precursores na peconha de H. gertschi, os quais
foram obtidos por clonagem molecular. Ainda em 2007, Schwartz e colaboradores
(2007), utilizando técnicas de transcritoma, identificaram, com alta qualidade, 147

transcritos de moléculas de vérias classes, dentre elas o-KTx, B-Ktx, escorpina,
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peptideos citotoxicos, peptideos potenciadores de bradicinina, fosfolipases,
inibidores de carboxipeptidase do tipo Kunitz, dentre outros. A fosfolipase
identificada exibiu uma cadeia composta por duas subunidades sendo uma maior
com 105 residuos de aminoacidos e a menor com 25 residuos de aminoécidos,
estabilizadas por uma ponte dissulfeto, totalizando uma massa tedrica em torno de

14 kDa (UniProtkKb — POC8L9 (PAE_HADGE).

Os estudos que envolvem a peconha da espécie de escorpido Hadrurus
gertschi sdo ainda escassos, apesar de que as moléculas isoladas até o momento
colaboram muito no conhecimento sobre o mecanismo de acdo dessas peconhas.
A partir de um trabalho prévio, no qual este grupo de pesquisa conseguiu identificar
a presenca de fosfolipases na peconha de Hadrurus gertschi, € importante investir
na pesquisa, uma vez que, apesar das fosfolipases serem muito comuns e de
atividade bastante conhecida em outras peconhas, especialmente serpentes, nas
peconhas escorpidnicas ainda pouco se sabe sobre estas enzimas. A espécie em
estudo, quando se considera o escorpionismo, ndo tem grande relevancia, no
ponto de vista médico, mas em tempos que a pesquisa ha area de toxinologia se
direciona para a identificacdo de moléculas que possam ser utilizadas como

ferramentas e/ou novos farmacos, este trabalho também se justifica.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

¢ Identificar, isolar e caracterizar duas fosfolipases presentes na peconha de

Hadrurus gertschi.

2.2. Objetivos Especificos

e Identificar e purificar por cromatografia liquida de alta eficiéncia duas

fosfolipases presentes na peconha de Hadrurus gertschi

e lIdentificar a massa molecular das fosfolipases isoladas através de

espectrometria de massa tipo MALDI-TOF

e Caracterizar as atividades hemolitica e edematogénica das fosfolipases

isoladas.

e Determinar pH e temperatura 6tima de atividade enzimatica e estabilidade

da atividade enzimética das fosfolipases isoladas.



32

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao das amostras de estudo

A peconha de Hadrurus gerstchi foi cedida pelo Dr. Lourival Domingos
Possani, do Instituto de Biotecnologia (IBT), da Universidade Nacional Autbnoma
do Meéxico. As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas a partir de um
fracionamento prévio realizado no Laboratério de Toxinologia, no qual 1 mg da
peconha total foi ressuspendido em &gua Milli-Q-TFA 0,1% e fracionadas em
coluna de fase reversa C18, semi-preparativa (250 mm x 10 mm) (Vydac, EUA),
previamente equiliorada com TFA 0,1%. A eluicdo das fracbes foi realizada
utilizando-se um gradiente linear de 0-60% de acetonitrila acidificada com 0,1% de
TFA, durante 60 minutos em um fluxo de 1mL/min. A absorbancia foi monitorada a
216 e 230 nm. As fracbes cromatograficas foram coletadas manualmente,
dividindo-se por regides cromatograficas, considerando-se o tempo de retencéo de

10 minutos e, logo apds secos a vacuo, e armazenados em temperatura de -80°C.

As fragbes coletas foram entdo recromatografadas, considerando-se o

tempo de retencao e gradiente de acetonitrila de cada regido cromatografica.

3.2. Animais de Experimentacao

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia, e a manipulagdo dos animais seguiu os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.
Animais. Foram utilizados camundongos machos albinos Swiss com 18-22 gramas,
fornecidos pelo Biotério do CEPB/PUC-GO (Centro de Estudos e Pesquisas
Bioldgicas da Pontificia Universidade Catélica de Goias), os quais foram divididos
aleatoriamente em grupos de acordo com a dose a ser utilizada no experimento.
Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura e iluminacao

(ciclo claro/escuro de 12 h), com agua e racao ad libitum.
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3.3. Andlise por espectrometria de massa tipo MALTI-TOF

A pureza e as massas moleculares das fracbes de interesse foram
determinadas por espectrometria de massa. As fracdes foram ressuspendidas em
acetonitrila 50% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v) e 1 pL de cada fracdo
cromatografica foi aplicada em placa de acao inoxidavel juntamente com 1 uL de
matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (20ug/uL) ressuspendido em acetonitrila
50% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v). A analise realizou-se em um equipamento
Autoflexspeed MALDI TOF/TOF em modo linear. Os dados de espectrometria de
massa obtidos foram analisados usando os softwares FlexControl 3.0 e

FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

3.4. Determinacado da concentragédo protéica

A concentracao proteica das amostras foi analisada como descrito por Lowry
et al. (1951), utilizando albumina bovina como padrdo. Dez microlitros das
amostras foram misturadas a 90uL de PBS, 1,0 mL da solugao “C” composta de
90% de solugao “A” (carbonato de sédio 2%, tartarato de sodio 0,05%, diluidos em
hidréxido de sodio 0,1 N) e 10% de solugéo “B” (sulfato de cobre 0,1% diluido em
agua destilada). Apés 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente,
adicionou-se 100 pL de Reagente de Folin 1 N (Laborclin-610359), e, incubou-se a
reacao por 45 minutos em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, fez-se a
leitura da absorbancia em 750 nmem espectrofotdmetro Ultrospec 200 (Pharmacia-
Biotech). O calculo da dosagem de proteina foi entdo plotado na curva padrao

obtida com quantidades conhecidas de albumina bovina

3.5. Atividade enzimatica de fosfolipase

As amostras coletadas do fracionamento por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foram testadas quanto a presenca de atividade fosfolipasica. Para o

screening inicial utilizou-se o método proposto por Marinetti (1965). Dez microlitros
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de cada amostra foramadicionadosa uma mistura de reagédo contendo 200 pL de
gema de ovo, na concentracdo de 2 mg/mL diluida em tampéao Tris-HCI 100 mM,
pH 8,0. Um tubo branco foi preparado, porém substituindo-se o volume
correspondente as amostras por tampédo. Todos os tubos, teste e branco, foram
incubados durante 30 min a 37°C e, logo apds a absorbéancia foi analisada a 925
nm em espectrofotbmetro Ultrospec 200 (Pharmacia-Biotech). A atividade
enzimatica especifica corresponde a quantidade de enzima capaz de causar um
decréscimo de 0,01 unidades de absorbancia. Para identificar se a atividade
enzimatica de fosfolipase é dependente de calcio, adicionou-se ao tampdo de

reacdo 25 mM de Ca?*.

Com o objetivo de se verificar a acdo hemolitica indireta da fosfolipase,
utilizou-se também o método proposto por Gutierrez et al. (1984). Dez microlitros
das amostras foram misturadas a uma mistura de reacdo contendo 15 pL de CacCl:
10mM, 170 pL de eritrécitos humanos 2% diluidas em PBS e 7 pL de emulsao de
gema de ovo a 2 mg/mL. Preparou-se um tubo branco contendo todos os
reagentes substituindo-se as amostras das fracbes por tampdo PBS. Apés
incubagéo por 30 min a 37°C, os tubos, branco e testes, foram centrifugados por 5
min a 2000 rpm e, logo apds, a absorbancia do sobrenadante analisada a 540 nm
em espectrofotdbmetro Ultrospec 200 (Pharmacia-Biotech). A atividade especifica
foi definida como a quantidade de enzima capaz de provocar um aumento de 0,001

unidades de absorbancia por miligrama de proteina.

3.6. Atividade hemolitica

A atividade hemolitica das PLA2s purificadas foi testada em eritrcitos
humanos. O sangue foi coletado e imediatamente e imediatamente adicionado a
citrato de sodio 3,2% para impedir a coagulacdo. Para obter a suspensédo de
hemacias, 2 mL do sangue foi misturado a 20 mL de PBS (pH 7,4) e centrifugado a

2.500 rpm durante 10 minutos a 4°C, sendo que o sobrenadante desprezado. Este
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processo foi repetido por 3 vezes. Para realizar o experimento, os eritrcitos foram
ressuspendidos com o objetivo de se fazer uma solucdo a 2% de eritrécitos. Para a
atividade hemolitica 10 pL de varias concentracfes das enzimas purificadas (0,01-
0,1pg/mL) foram adicionadas a 150 pL da suspensédo de eritrocitos e incubadas
durante 60 min a 37°C e entdo centrifugadas a 2.500 rpm por 10 min. A
absorbancia do sobrenadante foi determinada a 545 nm para medir o grau de
hemolise. Um controle positivo (100% de hemolise) e um controle positivo (0% de
hemolise) também foram incubados com os eritrdcitos, utilizando Triton X-100 1%

e PBS, respectivamente.

3.7. Atividade edematogénica

A atividade edematogénica foi avaliada segundo o método de Yamakawa et
al. (1976). As patas posteriores direitas foram marcadas ao nivel da borda pdstero-
proximal da proeminéncia do calcanhar e 20uL das enzimas purificadas em doses
variando entre 0,01 e 0,10 ug foram aplicadas no coxim plantar da pata dos
camundongos. Um volume igual de salina foi injetado no grupo controle. O edema
foi mensurado utilizando-se um pletismémetro (Ugo-Basile) nos tempos Oh, 15min,
30min, 45min, 2h, 4h e 24 horas. O edema foi expresso como porcentagem de

edema, utilizando a seguinte formula:

E(%)= Ei—Ei x100
Ei

Onde: E - Edema Ef= Edema final Ei=- Edema inicial

3.8. Efeito do pH, temperatura e estabilidade da atividade fosfolipasica

O efeito do pH na atividade enzimatica foi determinado realizando-se o
ensaio enzimatico para fosfolipase utilizando 10 pL das amostras das enzimas

purificadas foram adicionadas a mistura de reacdo contendo 200 pL de gema de
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ovo (2mg/mL), 15 pL de CaClz 10mM diluida em tampéo de acordo com a faixa de
pH a ser analisada. Os tampdes utilizados foram tampao acetato de sédio 100 mM
(pH 4,0-6,0), Tris-HCI 100 mM (pH 7,0-10,0). Apo6s incubacéo por 30 min a 37°C, a
absorbancia foi medida a 925 nm em espectrofotdmetro Ultrospec 200 (Pharmacia-
Biotech). A atividade enzimética especifica corresponde a quantidade de enzima

capaz de causar um decréscimo de 0,01 unidades de absorbancia.

Para identificar a temperatura otima de atividade fosfolipasica, o ensaio
descrito acima foi realizado utilizando tampéo Tris-HCI 100 mM, pH 8,5, nas

temperaturas de 5°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30°, 35°, 40°, 45° e 50°C.

A estabilidade das enzimas foi testada realizando o protocolo da atividade
enzimatica apés pré-incubacdo das mesmas durante 2 horas nas temperaturas

entre 0°, 10°, 20°, 30°, 40°, 50°, 60° e 70°C.

3.9. Efeito de ions metais e outros compostos na atividade fosfolipasica

O efeito dos ifons Fe?*, Hg?*, Mg?*, Cu?*, Zn?*, Mn?*, Ca?" e ainda o
composto EDTA, foram utilizados para analisar seus efeitos sobre a atividade
fosfolipasica. O ensaio foi realizado adicionando-se 10 pL das amostras das
enzimas purificadas a mistura de reacdo contendo 200 pL de gema de ovo
(2mg/mL) diluido em tampao Tris-HCI pH 8,0 e 15 pL de uma solucdo na
concentracéo de 10mM de uma solucdo de FeSO4, HgCl2, MgSO4, CuSO4, ZnSOa4,
e MnSO4. Para testar a acdo do EDTA utilizou-se a concentracdo de 25mM e
100mM e para o ion Ca?" as concentragGes utilizadas foram 10mM, 100mM e
200mM. Apos incubacédo por 30 min a 37°C, a absorbéancia foi medida a 925 nm
em espectrofotdmetro Ultrospec 200 (Pharmacia-Biotech). A atividade enzimatica
especifica corresponde a quantidade de enzima capaz de causar um decréscimo

de 0,01 unidades de absorbancia.
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3.10. Anélise Estatisitica

Os resultados foram plotados em tabelas no formato de média + DP e foram
analisados utilizando-se ANOVA, teste T de Student-Newman Keul e pelo teste

Tukey, com nivel de significancia de 0,05, através do software Instat®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento da peconha bruta do escorpido Hadrurus gertschi, em
coluna de fase reversa semipreparativa C18 (250 mm x 10 mm) (Vydac, EUA)
resultou em aproximadamente 61 fragcbes cromatograficas, sendo que a maior
abundancia destas foi eluida entre 25 e 42 minutos de tempos de retengdo em um
percentual de 25-42% de acetonitrila. O procedimento de coleta manual resultou
em 5 regides as quais foram denominadas como R1 (10-20 min), R2 (20-30 min),
R3 (30-40 min), R4 (40-50 min), R5 (50-60 min) (Figura 4). Cada regiao foi
submetida a andlise de atividade enzimatica, sendo que R3 e R4 apresentaram

resultado de 603 U/mL e 54,8 U/mL, respectivamente.
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Figura 4. Perfil cromatografico da peconha do escorpido Hadrurs gertschi em
coluna semi-preparativa de fase reversa C18. Aliquotas de 1mg da pe¢conha foram
dissolvidas em TFA 0,1% e aplicadas em coluna de fase reversa C18 (250 mm x
10 mm) (Vydac, EUA) previamente equilibrada com TFA 0,1%. As fracbes foram
eluidas sob um gradiente linear de acetonitrila 0-60% acidificada com TFA 0,1%,
em fluxo de 1mL/min e monitoramento a 216 nm.
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Essas regides foram entdo recromatografadas considerando-se o gradiente
de acetonitrila observado durante o primeiro fracionamento. Para a regido R3
utilizou-se uma coluna analitica de fase reversa C18 Vydac (218TP54, 250 mm X
4,6mm) em um gradiente linear de 25-45% de acetonitrila durante 40 min, em um
fluxo de 1mL/min. Obteve-se 4 fracdes cromatograficas (Figura 5), as quais foram
novamente submetidas a analise da atividade enzimatica. Atividade fosfolipasica
de 850 U/mL e 702 U/mL foi identificada nas fragcbes cromatograficas 3 e 4, as

quais foram denominadas PLA2_3 e PLA2_4, respectivamente.
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Figura 5. Perfil cromatografico da regido R3. A cromatografia foi realizada por
HPLC em coluna analitica de fase reversa Vydac (218TP54, 250mm x 4,6mm) em
gradiente linear de 25-45% de acetonitrila em 30 min, fluxo de 1mL/min e
absorbancia monitorada a 216nm.



40

A fracdo cromatogréafica PLA2_3 foi recromatografada uma coluna analitica
de fase reversa C18 Vydac (218TP54, 250 mm x 4,6 mm) em gradiente linear de
20-40% de acetonitrila durante 30 min. Obteve-se uma fragdo cromatografica Unica
que apresentou atividade fosfolipdsica de 920 U/mL (Figura 6). Ja a fracdo
cromatografica PLA2_4 foi submetida a uma nova cromatografia em uma coluna
analitica de fase reversa C18 Vydac (218TP54, 250 mm x 4,6mm) em gradiente
linear de 20-40% de acetonitrila durante 30 min. Uma fracdo cromatografica unica

foi identificada e a atividade enzimatica foi medida em 842 U/mL (Figura 7).
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Figura 6. Perfil cromatografico da fragdo cromatogréfica PLA2_3. A cromatografia foi
realizada por HPLC em coluna analitica de fase reversa Vydac (218TP54, 250mm X
4,6mm) em gradiente linear de 20-40% de acetonitrila em 30 min, fluxo de 1mL/min e
absorbéncia monitorada a 216nm.
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Figura 7. Perfil cromatografico da fracdo cromatografica PLA2_4. A cromatografia foi
realizada por HPLC em coluna analitica de fase reversa Vydac em gradiente linear de 30-
50% de acetonitrila em 30 min, fluxo de 1mL/min e absorbancia monitorada a 216nm.

Com o protocolo de purificacdo descrito foi possivel um rendimento de

21,9% e 38% das enzimas purificadas, respectivamente (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1. Purificacdo da PLA2_3. A atividade fosfolipésica foi analisada de acordo com o descrito
no item 6 e dosagem de proteinas foi determinado de acordo com o0 método de Lowry (Item 5).

Passo P[?:)?;Ta Atividade Total I?;wd?e Fator Rendimento
Purificagdo (U/mL) pecitica Purificago (%)
(Mg/mL) (U/mg)
1° Frac. 310 603 1.945 1 100
2° Frac. 185 850 4.594 2,36 59,6
3° Frac. 68 920 13.529 6,9 21,9

Tabela 2. Purificagdo da PLA2_4. A atividade fosfolipasica foi analisada de acordo com o descrito
no item 6 e dosagem de proteinas foi determinado de acordo com o método de Lowry (Item 5).

Passo P[I(_)ct)?;?a Atividade Total I'EAst 'Vé%%?cea Fator Rendimento
Purificagdo (U/mL) P Purificagdo (%)
(Mg/mL) (U/mg)
1° Frac. 310 603 1.945 1 100
2° Frac. 152 702 4.618 2,37 49

3° Frac. 118 842 7.135 3,67 38
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Da mesma forma, a regido R4 foi submetida a uma nova cromatografia,
empregando-se uma coluna analitica de fase reversa C18 Vydac (218TP54, 250
mm x 4,6mm) em um gradiente linear de 35-55% de acetonitrila durante 40 min,
em um fluxo de 1mL/min. O resultado obtido foi 5 fragbes cromatogréaficas bem
caracterizadas e ainda uma fracdo com vérias fracdes cromatograficas (Figura 8).
Estas fracbes foram coletadas individualmente e testadas quanto a atividade
fosfolipasica e o resultado encontrado foi negativo para todos as fracOes
cromatograficas. O que pode indicar no primeiro teste realizado, ap0s a primeira
cromatografia, uma contaminacdo da amostra pelas fragdes cromatograficas da

regido anterior.
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Figura 8. Perfil cromatografico da regido R4. A cromatografia foi realizada por HPLC
em coluna analitica de fase reversa Vydac (218TP54, 250mm x 4,6mm) em
gradiente linear de 35-55% de acetonitrila em 40 min, fluxo de 1mL/min e
absorbéncia monitorada a 216nm.

Para verificar o grau de pureza e as massas presentes nas fragbes

cromatograficas 3 e 4, uma aliquota foi submetida a analise por espectrometria de
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massas MALDI-TOF. Na fragdo cromatografica PLA2_3 identificou-se uma massa
14.458 Da e sua dupla carga de 7.229 Da, enquanto que a fracdo cromatografica
PLA2_4 apresentou uma massa de 11.970 Da e a dupla carga de 5.985 Da (Figura
9 e Figura 10).
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Figura 9. Espectro de massa molecular da fracdo cromatogréafica PLA2_3 obtida por

MALDI-TOF. A amostra foi ressuspendida em acetonitrila 50% (v/v), contendo TFA
0,1% (v/v) e aplicada em placa de acdo inoxidavel juntamente com 1 pL de matriz
acido a-ciano-4-hidroxicindmico (20ug/pL) ressuspendido em acetonitrila 50% (v/v),
contendo TFA 0,1% (v/v).
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Figura 10. Espectro de massa molecular da fracdo cromatografica PLA2_4 obtida por
MALDI-TOF. A amostra foi ressuspendida em acetonitrila 50% (v/v), contendo TFA
0,1% (v/v) e aplicada em placa de agéo inoxidavel juntamente com 1 pL de matriz 4cido
a-ciano-4-hidroxicinamico (20ug/uL) ressuspendido em acetonitrila 50% (v/v), contendo
TFA 0,1% (V/v).

As duas enzimas purificadas demonstraram importante atividade hemolitica
sobre eritrécitos humanos, de forma dose dependente (Figura 11). A PLA2 3
provocou 100% na dose de 0,08 pg, enquanto a PLA2_4 destruiu todas as células
na dose de 0,10 pg, demonstrando que a primeira parece possuir mais atividade
hemolitica (Figura 12).

As enzimas PLA2 3 e PLA2 4 demonstraram importante atividade
edematogénica, sendo que a segunda parece possuir um efeito ligeiramente maior.
Os resultados demonstram que doses acima de 0,02 pg causam edema
importante, quando comparado com o controle, a partir de 15 minutos da injecao.
O pico maximo de edema foi aos 45 min para as duas enzimas. Porém, na dose de

0,10 pg, a enzima PLA2_4 demonstrou um pico maximo aos 90 min. Apés 24
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horas da injecdo, as duas enzimas mantém um edema significativo nas doses

acima de 0,04ug (Figura 12 e Figura 13).
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Figura 11. Atividade hemolitica das enzimas purificadas sobre eritrécitos humanos.
Uma suspensdo de hemécias 2% foi adicionada a concentracdes variadas das
enzimas PLA2_3 e PLA2_4 (0,01-0,10 pg). Ap6s incubacao durante 60 min a 37°C, a
absorbéncia do sobrenadante foi avaliada a 545 nm. (-m- PLA2_3; -e- PLA2_4).

A atividade enzimética das duas fosfolipases isoladas foram testadas em
varias faixas de pH e temperatura, assim como também foi avaliada sua
estabilidade. PLA2_3 obteve atividade maxima no pH 8,5, demonstrando uma leve
estabilidade nos pH 8,0 e 9,0, ja a enzima PLA2-4 mostrou melhor atividade em pH

8,0, porém com perda de atividade ndo significativa em pH 8,5 (Figura 14).

A temperatura otima de atividade da PLA2_3 foi entre 35°C e 40°C,
enquanto que PLA2_4 demonstrou melhor atividade na temperatura entre 40°C

(Figura 15).
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Figura 12. Atividade edematogénica da PLA2-3. A atividade edematogénica foi
avaliada utilizando um plestismdmetro. Os dados foram obtidos nos tempos 0, 15,
30, 45, 90, 2h, 4h e 24h apés a injecdo da enzima nas doses entre 0,01 e 0,10 pg. O
grupo controle recebeu salina. Os valores representam a média + E.P.M. ***P<0,001.
ANOVA seguido pelo teste T de Student Newman Keul

ApOs uma pré-incubacdo das enzimas durante 2 horas em varias
temperaturas entre 5-70°C, a atividade enzimatica da PLA2_3 se manteve estavel
até a temperatura de 30°C, principalmente que ainda mantém 95% de sua
atividade, e logo ap6és decai drasticamente a partir de 50°C. A PLA2_4 se mantém
estavel até incubacdo de 10°C, onde mantém atividade de 95%, decaindo

rapidamente a partir de 40°C (Figura 16).
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Figura 13. Atividade edematogénica da PLA2-4. A atividade edematogénica foi
avaliada utilizando um plestismdémetro. Os dados foram obtidos nos tempos 0, 15,
30, 45, 90, 2h, 4h e 24h ap6s a injecao da enzima nas doses entre 0,01 e 0,10 pg. O
grupo controle recebeu salina. Os valores representam a média + E.P.M. **P<0,001.
ANOVA seguido pelo teste T de Student Newman Keul.
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Figura 14. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica. O ensaio foi realizado em
varios pH (4,0-10,0) utilizando gema de ovo como substrato na presenca de CaCl..

A atividade enzimatica das PLAs isoladas foi testada perante a acdo de alguns

fons (Fe?*, Hg?*, Mg?*, Cu?*, Zn?*, Mn?*, Ca?*) e o composto EDTA. Os resultados

mostram que os ions interferiram na atividade enzimética das duas moléculas de

forma semelhante. O ion que inibiu mais fortemente a enzima foi 200mM Ca?*,

seguido de 100mM Ca?* e Fe?*. A atividade enzimatica foi moderadamente inibida

por Hg?*, Cu?*, Zn?* e 100mM EDTA, e se manteve totalmente estavel na presenca

de Mg?*, Mn22*, 10mM Ca?* e 25mM EDTA (Tabela 3).
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Figura 15. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimética. O ensaio foi realizado
em pH 8,5, utilizando gema de ovo como substrato na presenca de CaCls.

Nas peconhas animais, as enzimas sdo muito bem caracterizadas nas
peconhas ofidicas, nas quais as proteases, fosfolipases, hialuronidases dentre
outras sdo muito bem conhecidas em sua estrutura e fungdo. Nas peconhas
escorpibnicas varios estudos tém relatado a presenca de enzimas tais como
acetilcolinesterase, fosfatase alcalina, hialuronidase, fosfolipase A2, e proteases

(Almeida et al., 2002; Cologna et al., 2009; Ortiz et al., 2014).
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Figura 16. Efeito da temperatura na estabilidade da atividade enzimatica. As enzimas
foram pré-incubadas em varias temperaturas (0-70°C) durante 2 horas. Apés a
incubacdo, o ensaio foi realizado em pH 8,5, na temperatura de 37°C, utilizando
gema de ovo como substrato na presenca de CaCl..

As fosfolipases A2 desempenham diversas funcdes celulares, como
manutencdo dos fosfolipidios de membrana, producdo de prostaglandinas e
leucotrienos, transducéo de sinais, proliferacédo celular e contragcdo muscular. Sdo
responsaveis por catalisar a hidrélise de fosfolipidios de membrana,
especificamente na ligacdo 2-acil éster de fosfolipideos, levando a formacgéo de
lisofosfolipideos e acidos graxos livres. Esta reacdo é dependente de calcio e

facilita a quebra de estruturas de membranas e a consequente dispersdo da

peconha (Kini, 1997).
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Tabela 3. Efeitos de ions na atividade enzimatica. O ensaio foi realizado em pH 8,5, na temperatura
de 37°C, utilizando gema de ovo como substrato na presenca de cada composto a ser testado. Para
testar o EDTA, o ensaio foi realizado na presenca de 10mM CaClz.

Atividade Relativa (%)

lon PLA2 3 PLA2 4
10mM FeSOu 40 45
10mM HgCl 62 63
10mM MgSOs 100 100
10mM CuSOa 75 72
10mM ZnSOa 88 82
10mM MnSOs 100 100
10mM CaCl, 100 100
100mM CacCl2 43 41
200Mm CaClz 21 25
25mM EDTA 100 100
100mM EDTA 83 80

Ramanaiah et al. (1990) purificaram uma fosfolipase Az a partir da peconha
de Heterometrus fulvipes, com massa molecular de 16 kDa, com pH 6timo de
atividade de 7,4 e em com temperatura de 50°C. A atividade desta enzima foi

potencializada por Ca?*, Mg?* e Zn?* e inibida por Hg?* e EDTA.

Mais recentemente Valdez-Cruz et al. (2007) purificaram uma fosfolipase
dependente de calcio da peconha do escorpido Anuroctonus phaiodactylus, a qual
foi denominada phaiodactilipina. Esta fosfolipase foi capaz de causar inflamagéo
muscular em camundongos, atividade hemolitica em eritrocitos humanos e
retardou o tempo de coagulacao sanguinea. Schwartz et al. (2008), em um estudo
dos componentes da peconha do escorpido Opisthacanthus cayaporum
identificaram a presenca de duas fosfolipases com massa molecular de
aproximadamente 14 kDa e Garcia-Gomez et al. (2011) demonstrou que a
peconha de Rhopalurus junceus também exibe atividade fosfolipasica. Na peconha
de Hadruroides lunatus, Oliveira-Costal (2013) identificou massas moleculares de

11 e 13 kDa, correspondentes a massas de fosfolipase.
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Na peconha de Scorpio maurus uma fosfolipase (Sm-PLVG), com atividade
hemolitica em eritrocitos humanos, de coelhos e de ratos foi purificada e
caracterizada. A massa molecular foi de 17 kDa, composta por uma cadeia longa e
uma curta estabilizadas por pontes dissulfeto (Louati et al., 2013). Uma fosfolipase
com importante atividade antiangiogénica, com massa molecular de 14 kDa,
denominada hemipilina, foi isolada a partir da peconha de Hemiscorpius lepturus.
Com estrutura heterodimérica, esta enzima ndo demonstrou atividade hemolitica e
neurotoxica, porém mostrou ser eficaz no processo de bloqueio da angiogénese in
vitro e in vivo (Jridi et al., 2015). Em um estudo analisando a peconha de seis
espécies de escorpides, em quatro delas, Androctonus amoreuxi, Grosphus
grandidieri, Hottentotta gentili e Pandinus imperator foram identificadas atividade

de fosfolipase Az (Estrada-Gomez et al., 2017).

Através de técnicas de transcritoma, algumas fosfolipases tém sido
relatadas nas peconhas de Tityus serrulatus (Alvarenga et al., 2012), Hemiscorpius
lepturus (Kazemi-Lomedasht et al., 2017). Na peconha de H. gerstchi, uma
fosfolipase A: foi identificada a partir da biblioteca de cDNA a qual foi denominada
ScpPLA2, constituida de duas subunidades, sendo a maior composta por 105
residuos de aminoacidos, enquanto a subunidade menor possui entre 18 e 27
residuos de aminoacidos. A forma heterodimérica foi estabilizada por uma ponte
dissulfeto entre as cadeias. ScpPLA2 foi expressa a partir de uma Unica
mensagem a partir da qual o propeptideo N-terminal, um penta ou hexapeptideo e
uma regido C-terminal curta foram retirados para chegar a molécula madura. A
atribuicdo da sequéncia da ScpPLA2 foi baseada no alinhamento multiplo de

sequencias ja conhecidas de outras fosfolipases (Schwartz et al., 2007).

De acordo com a massa molecular, estrutura primaria, localizacdo e
requerimento de calcio para sua atividade enzimatica, as fosfolipases A2 séo
classificadas em quatro grupos principais: PLA2 secretadas, PLA: citosélicas, PLA2
calcio independente e fatores de ativacdo plaquetaria (Kini, 1997; Six e Dennis,

2000). As PLA:2 secretadas sdo as mais comuns e tém como caracteristica baixa



53

massa molecular, entre 13 e 15 kDa, grande quantidade de pontes dissulfeto e sitio
catalitico dependente de calcio. Peconhas ofidicas possuem grande quantidade de
PLA2 secretadas e, nestas peconhas as fosfolipases estdo envolvidas em uma
ampla variedade de efeitos biol6gicos devido a sua capacidade de interferir em
varios processos farmacoldgicos dentre eles efeitos miotoxicos, neurotoxicos,
cardiotoxicos, atividade hemolitica e inflamatéria, acdo sobre canais ibnicos e
efeitos anticoagulantes (Bustillo et al., 2015; Jridi et al., 2015; Damotharan et al.,

2016)

As peconhas descritas nas peconhas escorpibnicas também estédo
classificadas dentro do grupo das fosfolipases secretadas e estdo envolvidas nos
processos inflamatorios, apoptose e captura da presa (Louati et al., 2013; Jridi et
al., 2015). Neste estudo identificou-se e caracterizou-se duas fosfolipases na
peconha de Hadrurus gerstchi, com massas moleculares de 14.458 Da e 11.970
Da, as quais foram nomeadas como PLA2 3 e PLA2_ 4, respectivamente. As duas
enzimas demonstraram importante atividade hemolitica e edematogénica, sendo
que PLA2_3 parece ser ligeiramente mais ativa. Apesar de ndo ser considerado
um escorpido de interesse médico, H. gertschi apresenta uma peconha
interessante no ponto de vista biotecnolégico, uma vez que apresenta compostos

gue possam ser utilizados como ferramentas farmacologicas.
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Capitulo I

ANALISE ENZIMATICA DA PECONHA DE
Potamotrygon falkneri
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1. INTRODUCAO

1.1. As Arraias

Os peixes constituem quase metade do numero de vertebrados conhecidos,
com aproximadamente 28.000 espécies descritas, contidas em 62 ordens e 515
familias. Cerca de 5% destas espécies, sdo conhecidas como peconhentos e/ou
venenosos por sua capacidade de causar envenenamentos em humanos, tanto na
agua doce como em aguas marinhas, dentre eles baiacu, arraias, peixe-escorpiao,
peixe-pedra, peixe-sapo, bagres, mandis, peixe-ledo (Nelson, 2006). As
notificacdes ficam em torno de 1.500 acidentes com arraias (Dasyatis spp) e 300
acidentes com peixe-escorpido (Scorpaena ssp) nos Estados Unidos, enquanto
centenas de acidentes com peixes-aranha (Trachinus sp) sao registrados no Reino
Unido. O acidente com peixe-pedra (Synanceja spp) é frequente no Sudeste
Asidtico. O acidente com peixe-ledo (Pterois spp e Dendrochirus spp), peixe

ornamental, € muito comum entre aquaristas (Warrell, 2012).

No Brasil, os principais peixes causadores de acidentes humanos sdo as
arraias marinhas (Dasyatis guttata, Dasyatis americana, Gymnura micrura), arraias
fluviais (Potamotrygon falkneri, Potamotrygon motoro), os bagres (Bagre bagre,
Bagre marinus), mandis (Pimelodella brasiliensis, Pimelodus maculatus), peixe-
escorpido (Scorpaena brasiliensis e Scorpaena plumeri), niquim ou peixe-sapo
(Thalassophryne natterreri, Thalassophryne amazonica) (Haddad Jr, 2003; Faco et

al., 2005).

As arraias pertencem a Classe Chondrichthyes e Subclasse Elasmobranchi.
Estdo distribuidas em 22 familias, com 535 espécies descritas, sendo a grande
maioria encontrada em aguas salgadas. O esqueleto destes animais é
cartilaginoso, possuem o corpo achatado dorsoventralmente, com grandes
nadadeiras peitorais. Os olhos e espiraculos estédo localizados no topo da cabeca,
e a boca e fendas branquiais estao posicionadas na regido ventral do corpo (Figura

17) (Compagno, 1999).
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Em &guas brasileiras seis familias sdo consideradas de interesse médico:
Urolophidae, Dasyatidae, Myliobatidae, Rhinopteridae, @ Gymnuridae e
Potamotrygonidae. A Familia Urolophidae (arraias redondas) engloba arraias de
hébitos predominantemente bentbnicos e costeiros, tamanho relativamente
pequeno, arredondado. Duas espécies do género Urotrygon possuem ocorréncia
registrada para alguns pontos do litoral do Brasil, sobretudo no norte e nordeste

(Nunes et al., 2005).

Figura 17. Espécime de Potamotrygon sp. Foto: Enrico Richter (2010)

As arraias da Familia Dasyatidae (arraias chicote) estdo distribuidas em
cerca de dez espécies conhecidas também como “arraias-prego”, “arraias-lixa” ou
“arraias-manteiga”. Apresentam formato corporal romboide, piramidal. Algumas
destas espécies possuem ampla distribuicdo ao longo da costa brasileira, enquanto
outras sdo endémicas. Sua ocorréncia normalmente estd associada a recifes e
regides estuarinas, onde a condicdo eurialina da maioria das espécies permite sua
permanéncia em &reas com consideraveis variacdes de salinidade, como

manguezais e desembocaduras de rios (Gomes et al., 2000).

As “arraias-borboleta”, pertencentes a Familia Gymnuridae sdo assim
chamadas por possuirem grandes nadadeiras peitorais, dando a elas um aspecto

de borboleta. O género Gymnura possui duas espécies de ocorréncia descrita para
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a costa brasileira. As familias Myliobatidae (arraias-chita) e Rhinopteridae (arraias-
ticonha) possuem habitos predominantemente pelagicos, e sdo encontradas ao
logo de toda a costa brasileira, proximo a recifes ou formacgbes rochosas e
cabeceiras de estuarios, onde podem ser vistas nadando proximas a superficie

(Lessa et al., 2002).

Na agua doce, as arraias sdo representadas pela familia Potamotrygonidae,
constituindo um grupo interessante de elasmobranquios, uma vez que possuem
distribuic&o restrita aos principais sistemas fluviais da América do Sul. Possui trés
géneros reconhecidos, Potamotrygon, Paratrygon e Plesiotrygon, sendo que o
primeiro possui 18 espécies validas e os demais estdo descritas apenas uma

espécie cada género (Carvalho et al., 2003).

1.2. Aparato de peconha das arraias

Na maioria dos peixes, o aparelho produtor da peconha consiste de
espinhos ou ferrdes localizados nas areas dorsal, peitoral, opercular, pélvica, anal
e caudal. Acredita-se que o desenvolvimento do aparelho de peconha, nestes
animais, é relativamente recente, considerando que a maioria dos animais
peconhentos possui um aparato de liberacdo da peconha mais desenvolvido do
gue os encontrados em peixes (Maretic, 1988). Além do aparelho de peconha,
muitas espécies de peixes sdo capazes de secretar substancias na sua pele,
conhecidas como ictiocrinotoxinas, que repelem ou incapacitam outros animais
marinhos, e ainda podem proteger os peixes contra uma grande variedade de

microrganismos (Klaassen e Watkins, 1999).
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Halstead e Bunker (1953) classificam o aparato de peconha das arraias em
quatro tipos, de acordo com sua adaptabilidade e capacidade de defesa (Figura
18). O primeiro, Gimnurideo, menos desenvolvido, caracteriza-se por um ferrdo
pequeno, ndo ultrapassando os 2,5 cm de comprimento, geralmente situado no
terco proximal da cauda, a qual € cilindrica, afilada, e, geralmente reduzida em
tamanho (Figura 18A). No segundo tipo, Miliobatideo, o ferrdo esta situado na
parte proximal do terco basal da cauda e € moderado em tamanho, podendo atingir
até 12 cm de comprimento. A cauda é cilindrica e afunila em longa cauda em forma

de chicote (Figura 18B).

Figura 19. Tipos anatdmicos dos ferrdes de arraias. (A) Tipo Gimnurideo. (B)
Miliobatideo. (C) Dasiatideo. (D) Urolofideo. Adaptado de Halstead e Bunker (1953).

O terceiro tipo de aparelho venenifero das arraias € o tipo Dasiatideo, o qual
€ constituido por um ferrdo de tamanho moderado a grande, podendo atingir até 37
cm de comprimento, localizado na porgcao distal ou mediana da cauda que €
deprimida proximamente ao ferrdo, tornando-se cilindrica a afilada na parte distal
terminando em longa cauda em forma de chicote (Figura 18C). No quarto e altimo

tipo, o Urolofideo, a cauda é relativamente curta, muscular, deprimida préximo ao
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ferrdo e torna-se comprimida distalmente. O ferrdo fica localizado no terco médio
ou distal da cauda e tem tamanho moderado, geralmente superior a 5 cm de
comprimento (Figura 18D). A poderosa estrutura muscular da cauda e a
localizagéo distal do ferrdo torna este aparato de peconha altamente eficaz,

defensivamente.

O ferrao é composto de um centro de vasodentina, em forma de “T”, coberto
por uma fina camada de esmalte e tegumento, constituida por duas camadas: a
interna ou derme, que consiste de tecido conjuntivo areolar e canais vasculares; e
a camada externa ou epiderme, composta de epitélio escamoso modificado (Figura
19). E serrilhado lateralmente, sendo por isso denominada de margem dentada.
Medianamente a esta, na face ventral do ferrdo, ha um entalhe longitudinal,
chamado de ranhura ventrolateral, dentro da qual h4 uma lamina de tecido
acinzentado constituido de epitélio glandular e vasos sanguineos, descrita como a
area produtora da peconha. A superficie dorsal do espinho € marcada por varios
sulcos longitudinais rasos, que sdo normalmente mais pronunciados na porcao

basal, desaparecendo distalmente (Halstead et al., 1990).

Porta (1905) foi o primeiro a identificar o que seria as glandulas de peconha
das arraias, descrevendo-a como uma area de tecido conjuntivo frouxo areolar.
Alguns anos mais tarde, Fleury (1950) demonstrou que a peconha era liberada a
partir de glandulas exdécrinas, através de canais excretores dentro dos espacgos
interdentinais. Estes achados foram confirmados por Ocampo et al. (1953) e
Halstead et al. (1955), em uma descricdo da organizagdo geral do tecido que
recobre o ferrdo da arraia Urolophus helleri, sugerindo que, ja que nao ja algum
sistema complexo de inoculacédo da peconha, a injecado da pegconha provavelmente

acontece por um "tipo de lise holdcrina”.
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Figura 19. Corte transversal mostrando a area produtora do ferrdo (modificado de
(Halstead et al., 1990)

Smith et al. (1974) trabalhando com ferrbes de Dasyatis sabina, verificaram
que o epitélio glandular consiste de células completamente diferenciadas,
separadas do meio externo pela epiderme, a qual € uma camada entremeada com
células provavelmente envolvidas na secre¢cdo de muco. Micrografias eletrénicas
nao evidenciaram glandulas hol6crinas, como previamente propostas ou outro tipo
de liberacdo do material celular, mas mostraram que todas as células do tecido
glandular do ferrdo sao similares em estrutura, sugerindo que sejam diferenciadas

apoOs completarem seu papel secretorio.

Estudos mais recentes comparando a morfologia do tecido secretor em
arraias marinhas e dulcicolas demonstraram que nos ferrbes das espécies
marinhas Dasyatis guttata, Aetobatus narinari, Hymantura walga e Pastinachus
sephen, a epiderme apresenta células especializadas, localizadas principalmente

dentro da ranhura ventrolateral ou ao redor desta. JA nas espécies dulcicolas,
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Potamotrygon falkneri, P. orbignyi e P. leopoldi, as células especializadas formas
camadas em torno de todo o ferrdo, demonstrando o citoplasma cheio de granulos

de secrecédo (Pedroso et al., 2007; Dehghani et al., 2010).

1.3. Aspectos Clinicos do Envenenamento por Arraias e Epidemiologia dos

Acidentes

No Brasil, quatros espécies estdo envolvidos com a maioria dos acidentes
com arraias dulcicolas, sdo elas: Potamotrygon henlei, P. orbignyi, P. scobina e
Paratrygon aiereba, ressaltando que esta Ultima, é a que apresenta menor
capacidade de provocar acidentes, em funcdo da sua cauda curta e afilada, e da
posicdo dos ferrbes na mesma, o que dificulta a realizacdo de golpes contra

possiveis agressores (Silva et al., 2010).

Os acidentes com arraias acontecem quando a vitima pisa sobre o dorso do
animal, que geralmente esta escondido sob a areia, em aguas rasas. Com o
estimulo, a arraia arqueia a cauda em um plano vertical acima de seu corpo e
consegue atingir a vitima, geralmente no terco final da perna, tornozelo e pé
(Figura 20) (Clark et al., 2007). Ao introduzir o espinho na vitima e produzir a lesao,
os tecidos epiteliais que envolvem o espinho sdao comprimidos e langcados para o
tecido lesionado circundante produzindo-se, entdo, por via reflexa, contracdes
musculares, que por sua vez, comprimem os foliculos e ductos provocando a
secrecdo da peconha em toda a superficie do sulco do espinho. Esta compresséo
do tecido ferido sobre as glandulas de peconha é aumentada durante a retirada do

espinho, que dilacera o tecido pelo fato de ser serrilhado (Meyer, 1997).

O sintoma caracteristico do acidente € uma dor intensa e imediata no local
da ferroada, desproporcional ao tamanho do ferimento, que atinge o seu maximo
entre 30 e 90 minutos apés o acidente e pode durar até 48 horas. No ponto ferido
desenvolve-se uma necrose e uma Uulcera. O processo de cura é demorado,

podendo chegar a 12 semanas. Ap0s a recuperacédo permanece no local do ponto
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ferido uma cicatriz pigmentada e um edema residual que pode perdurar por algum

tempo (Garrone Neto e Haddad Jr., 2009).

Espinho Serrilhado

Figura 20. Mecanismo da “ferroada” por arraias (Fenner et al., 1989)

Estudos comparativos entre os extratos que recobrem os ferrbes de D.
guttata e P. falkneri, demonstram que as manifestacfes clinicas observadas em
animais de laboratério foram mais intensas nos animais expostos a peconha das
arraias dulcicolas do que os provenientes de arraias marinhas, sendo que o
mesmo foi observado no atendimento as vitimas de acidentes por arraias (Barbaro

et al., 2007; Haddad Jr. et al., 2013).

A epidemiologia do acidente com arraias dulcicolas envolve uma
caracteristica muito interessante no que se refere a sazonalidade dos acidentes.
Em rios onde ha, claramente, um periodo de enchente e estiagem, durante este
ultimo, quando ocorre grande procura dos balnearios fluviais para atividades de
banho e pesca, forma-se um cenario favoravel para a ocorréncia de acidentes. Na
bacia fluvial onde estdo distribuidas as arraias, esses acidentes acontecem
principalmente no periodo entre maio e outubro. Entretanto, nestes mesmos rios,
onde h& represamento para a construgdo de barragens de usinas hidrelétricas, nas

proximidades destas represas, com a construcdo de praias e ilhas artificiais, onde



63

a pratica da pesca, nado e esportes nauticos acontecem tanto no periodo de
enchente como de estiagem, o0s acidentes com arraias permanecem mais
uniformemente distribuidos durante todos os meses do ano (Haddad Jr et al.,

2004).

1.4. Caracteristicas da peconha das arraias dulcicolas

As primeiras investigacbes com a peconha de arraias foram realizadas por
Russell (1953), que identificou a presenca de polipeptideos de alta massa
molecular, serotonina e fosfodiesterase no epitélio que recobre os ferrbes de
arraias marinhas. Mais tarde, em 1954, Russell e Van Harreveld demonstraram os
efeitos cardiovasculares da peconha de Urobatis helleri. Posteriormente, Rodrigues
(1972) isolou um principio ativo da peconha de Potamotrygon motoro, com

atividade colinérgica sobre o ileo de cobaia e atividade anti-hipertensiva em ratos.

Apos um longo periodo sem qualquer estudo sobre o tema, alguns trabalhos
foram publicados. Alguns identificaram atividade enzimatica na peconha de P.
falkneri e P. motoro como fosfolipases, fosfatases 4&cidas, hialuronidases,
atividades proteoliticas sobre caseina, gelatina e elastina (Magalhdes, 2001;
Barbaro et al.,, 2007; Magalhdes et al., 2008). Atividades edematogénica,
inflamatoria e proteolitica foram observadas nas peconhas de varias espécies
como P. falkneri, P. motoro, P. scobina, P. orbignyi e P. henlei (Magalhédes et al.,

2006).

Conceicdo e colaboradores (2006) descreveram 0 isolamento,
caracterizagdo bioquimica e sequéncia de um peptideo, o qual foi denominado de
Orpotrin, a partir da peconha de P. orbignyi, que se mostrou efetivo na
microcirculagdo, causando forte vasoconstriccdo. Estes mesmos autores, mais
tarde, identificaram e isolaram o Porflan, da mesma espécie de arraia, que parece
interagir com os fosfolipidios de membrana, sugerindo envolvimento direto no

processo inflamatério do envenenamento (Conceicéo et al., 2009).
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Trabalhos realizados com peconhas de animais aquéticos, especialmente
peixes, tém demonstrado que elas representam uma ampla fonte de substancias
com distintas atividades farmacolégicas (Church e Hodgson, 2002; Barbaro et al.,
2007), porém os estudos ainda sdo em pequeno nUmero e pouco consistentes,
devido ao fato das dificuldades encontradas para obtencdo das amostras,
relacionadas ao risco de captura do animal, extracdo da peconha, que geralmente
€ obtida em pequenas quantidades de amostras para analise e ainda dificuldades

de transporte e armazenamento.

Considerando que o acidente com peixes peconhentos no Brasil parece
estar bem caracterizado, em termos de sintomas mais comuns, dentre eles a dor
intensa, processos inflamatorios graves, e 0s tipos de peixes que mais causam
estes acidentes, mas por outro lado que a fisiopatologia do envenenamento ainda
€ pouco conhecida, uma vez que 0s componentes envolvidos nos sintomas
apresentados ainda estdo bem definidos e caracterizados, o presente trabalho se
propde a contribuir para o conhecimento dos componentes que possam estar

envolvidos na fisiopatologia do envenenamento por arraias Potamotrygon falkneri.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Identificar as atividades enziméticas presentes nas peconhas da arraia
Potamotrygon falkneri, visando entender os mecanismos fisiopatologicos
desencadeados apds os acidentes, dando subsidios para os mecanismos

de acdo dos componentes presentes nesta peconha.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as atividades enzimaticas de hialuronidase, proteases,
5'nucleotidase, fosfolipase, fosfodiesterase, L-aminoacido oxidase,
colagenase, elastase, atividade fibrinogenolitica no extrato bruto do ferrdo

de Potamotrygon falkneri;

Relacionar as atividades enzimaticas identificadas com o0s sintomas

identificados no envenenamento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Extracao da peconha de Potamotrygon falkneri

Para obtencéo das pegonhas de Potamotrygon falkneri, os espécimes foram
coletados no alto curso do Rio Parana, no municipio de Trés Lagoas-MS, por meio
de pesca subaquatica. Os ferrées entdo foram extraidos manualmente, com o
auxilio de um bisturi, e os animais soltos novamente na agua. Apos a retirada, 0s
ferrdes foram colocados em recipientes térmicos, com gelo seco, para manutencao
do tecido que contém a peconha e enviados ao laborat6rio para processamento.
No laboratorio, o ferrdo foi raspado e o material obtido macerado e diluido em
tampéo PBS (solu¢do tamponada com fosfato), pH 7,0 e, em seguida centrifugado
a 12.000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi entdo separado em aliquotas

e armazenado sob congelamento a -80°C até o momento das analises.

3.2. Dosagem de proteinas

A concentracéo total de proteinas foi realizada pelo método de (Lowry et al.,
1951), utilizando-se albumina bovina como padrdo. Cinco microlitros do extrato da
peconha bruta foram adicionados a 1,0 mL da solugéo “C” reagente constituida de
90% de solugao “A” (carbonato de sodio 2%, tartarato de sodio 0,05%, diluidos em
hidréxido de sédio 0,1 M) e 10% de solugao “B” (sulfato de cobre 0,1% diluido em
dgua destilada). Apdés 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente,
adicionou-se 100 pL de Reagente de Folin 1 N. Depois de 45 min. em temperatura
ambiente, a leitura da absorbancia das amostras foi avaliada a 750 nm. O
parametro do total de proteinas sera utilizado para o calculo das atividades

enzimaticas especificas.
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3.3. Fracionamento por cromatografia liquida

Vinte microlitros (500 pug de proteina) da peconha diluida em PBS, foram
aplicadas em coluna de exclusdo molecular, BIOSEP-2000 (300 x 7,8 mm),
acoplada em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia marca Shimadzu,
equilibrada com tampé&o PBS, em um fluxo de 0,3 mL/min, coletando-se 0,5 mL por

tubo. A absorbancia das amostras foi monitorada a 280 e 214 nm.

Com a finalidade de identificar as atividades enzimaticas presentes no perfil
cromatografico, as fracdes cromatograficas coletadas foram submetidas aos

ensaios de atividade enzimatica.

3.4. Atividade enzimatica de fosfolipase

Foram utilizados dois métodos para dosagem de fosfolipase. O primeiro
baseado no método de Marinetti (1965), onde a mistura de reagéo contém 200 uL
de suspensdo de gema de ovo (2 mg/mL) em NaCl 150 mM, pH 6,8 e 20 uL de
cada amostra. Todos os tubos foram incubados durante 30 min. em temperatura
ambiente e, logo apds a diminuicdo da turbidez medida em espectrofotdmetro a
925 nm. A atividade enzimatica especifica foi definida como como a quantidade de
enzima capaz para produzir um decréscimo de 0,01 unidades de absorbancia por
mg de proteina.

O segundo método utilizado foi o da hemdlise indireta, de acordo com
Gutiérrez et al. (1988). Dez microlitros das amostras foram misturadas a uma
mistura de reagdo contendo 15 pL de CaClz 10mM, 170 pL de eritrécitos humanos
2% diluidas em PBS e 7 puL de emulsdo de gema de ovo a 2 mg/mL. Apds
incubagéo por 30 min a 37°C, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 2000
rpom e, logo apds, a absorbancia do sobrenadante medida a 540 nm em
espectrofotometro. A atividade especifica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de provocar um aumento de 0,001 unidades de absorbancia por

miligrama de proteina.
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3.5. Atividade hialuronidésica

Vinte microlitros das foram adicionadas a mistura de reacdo contendo 200
ML de tampéo acetato 200 mM, pH 6,0, contendo NaCl 150 mM e 50 pL de acido
hialurénico (Sigma H-0902) (0,5 mg/ml) diluido no mesmo tampao. Um tubo branco
contendo todos o0s reagentes, com excecdo da peconha foi preparado
paralelamente (concentracdo de &cido hialurdnico inicial). A reagdo entdo foi
incubada durante 15 minutos a 37°C e, logo apds, interrompida pela adi¢cdo de 500
ML de brometo de cetiltrimetilambénio 2,5% (CTAB) (Aldrich 85.582-0) em NaOH
2%. ApoOs 10 minutos, em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 400
nm. A atividade especifica foi expressa em TRU, a qual é definida como a
quantidade de enzima que hidrolisa 50% do acido hialurénico inicial por mg de

proteina Ferrante (1956).

3.6 Atividade de 5’nucleotidase

Dez microlitros das amostras de peconha foram adicionadas a solucéo
reagente contendo 150 uL de glicina-NaOH 200 mM pH 9,0, 10 yL de MgSOQ4, 15
ML de 5-AMP. Os tubos serdo incubados por 15 min a 37°C. ApGs a incubacao,
foram adicionados 200 puL de agua e 400 pL de TSCR (Taussky-Shorr Color
Reagent). Apés 10 minutos em temperatura ambiente, a absorbancia das reacdes
foi medida a 660 nm. A atividade enzimatica especifica foi definida como a
quantidade de enzima necesséaria para liberar 1 pmoles de Pi por mg de
proteina. A quantidade de Pi liberada foi calculada através de curva padrdo
utilizando-se solucéo padréo de fosforo inorganico. Sera realizada de acordo com o

método de (Heppel e Hilmoe, 1951).

3.7. Atividade enzimatica de fosfodiesterase

Dez microlitros das amostras foram adicionadas a uma solucdo reagente

contendo 300 uL de tampao tris-HCI 100 mM, pH 8,9, 400 uL de bis (p-nitrofenil)
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fosfato (Sigma N2877) 1 mM e 250 L de agua destilada. A reacao foi incubada a
37°C durante 60 min e a reacao interrompida com a adicdo de 1,0 mL NaOH 0,05
M. A absorbancia sera determinada a 400 nm. A atividade especifica foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1 pmole de p-nitrofenol por mg de
proteina. A quantidade de p-nitrofenol liberada foi calculada através de curva

padrao utilizando-se p-nitrofenol (Sulkowsky et al., 1963).

3.8. Atividade enziméatica de L-aminoéacido oxidase

O ensaio foi realizado segundo o proposto porWeissbach et al. (1960). Dez
microlitros das amostras foram adicionadas a 890 yL de Tris-HCI 100mM com
pH8,0, 100 pL de L-Kyrunerine 5mM. A reacéo foi incubada por 30 minutos a 37°C
e a absorbancia medida & 332 nm. A atividade especifica foi determinada pela
quantidade de enzima capaz de produzir um aumento de 0,001 unidade de

absorbancia por mg de proteina.

3.9. Atividade enzimatica de colagenase

A atividade proteolitica sobre azocoll (Sigma-Aldrich) serd determinada de
acordo com o método de Chavira Jr et al. (1984)no qual 20uL da peconha bruta e
das amostras coletadas na cromatografia foram adicionadas a 1,0 mL de azocoll
(A4341), na concentracdo de 5 mg/mL, diluido em tampéao fosfato de potassio 100
mM, pH 7,5. Apés um periodo de incubacgéo de 3 horas a 37°C, os todos os tubos
foram centrifugados a 12.000 rpm, durante 10 min, e a absorbancia do
sobrenadante analisada a 510 nm. A atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de provocar um aumento de 0,001 unidades de

absorbancia por mg de proteina.
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3.10. Atividade proteolitica sobre caseina

A atividade caseinolitica foi analisada utilizando-se o método de Lomonte e
Gutierrez (1983). Dez microlitros de cada amostra foram adicionados a 200uL de
caseina 1%. A reacao sera incubada durante 30 minutos a 37°C e, logo apos, sera
interrompida adicionando-se 400uL de acido tricloroacético 5%. Apds 30 minutos
em temperatura ambiente, os tubos serdo centrifugados por 15 minutos a 10.000
rom e a absorbancia medida a 280nm. A atividade especifica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de produzir um aumento de 0,001 unidade de

absorbancia por miligrama de proteina.

3.11. Atividade proteolitica sobre elastina

Ser4 determinada utilizando-se Elastin-Congo Red como substrato, de
acordo com Naughton e Sanger (1961). O substrato foi ressuspendido em tampéao
PBS em uma concentracdo de 1 mg/mL. Entdo 100 pL desta suspensdo foram
incubados com 20 pL das amostras durante 18 horas a 37°C. Apos este periodo,
os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 15 min e a absorbancia do
sobrenadante lida a 490 nm. A atividade proteolitica foi definida como a quantidade
de enzima capaz de provocar um aumento de 0,001 unidade de absorbancia por

mg de proteina.

3.12. Atividade proteolitica sobre azocaseina e azoalbumina

Dez microlitros das amostras foram misturadas a 500 pL de uma solucao de
azocaseina e azoalgumina (1 mg/mL) em tampdo PBS. A reacdo foi incubada
durante 150 minutos a 37°C e, logo depois, interrompida com a adi¢cao de 50uL de
acido tricloroacético 0,5 M gelado. Apos centrifugagédo a 10.000 rpm durante 10
minutos, a absorbancia foi medida a 342 nm. A atividade especifica foi definida
como a quantidade de enzima que produz um aumento de 0,001 unidade de

absorbéancia por mg de proteina (Silva Jr e Aird, 2001).
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3.13. Atividade fibrinogenolitica

A capacidade de clivar o fibrinogénio foi determinada por SDS-PAGE
utilizando gel de poliacrilaminda 12%. Duzentos microlitros de fibrinogénio bovino
(2 mg/mL) dissolvidos em salina foram incubados a 37°C com 10 das amostras
durante 60 min. Decorrido este tempo 20 pL da reacdo foram misturados a uma
solucédo desnadurante para preparar a amostra para SDS-PAGE (SDS 4%, glicerol
20% e 2-mercaptoetanol 20%). Como controle negativo de atividade sera utilizado
fibrinogénio incubado durante 24 horas sem adi¢gdo das amostras e como controle
positivo, utilizou-se uma amostra de Bothrops alteranatus em uma concentracao de

100 pg/mL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento da peconha bruta de Potamotrygon falkneri em coluna
BIOSEP-2000 (300 x 7,8 mm), resultou em 5 fracdes cromatogréficas as quais

foram eluidas entre os tempos de retencéo de 15-47 minutos (Figura 21).

1600 -
1400

1200

=

o

o

o
1

800 ~ 1

600 - 3 5

Absorbancia (nm)

400 -

200 -

0 T T T T T T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo de Retencédo (min)

Figura 21. Perfil cromatogréafico da peconha de Potamotrygon falkneri em coluna
BIOSEP-2000 (300 x 7,8 mm).

As fragdes cromatograficas foram coletadas manualmente e submetidas aos
ensaios enzimaticos propostos no item Material e Métodos. Os resultados
mostraram que a pegonha de Potamotrygon falkneri exibe atividades enzimaticas
de protease, fosfolipase e 5'nucleotidase, e nao foi capaz de agir sobre os

substratos das enzimas de fosfodiesterase e L-aminoacido oxidase. Na Tabela 4
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esta descrito os resultados do extrato bruto e a distribuicdo das atividades de

acordo com as fragdes cromatograficas coletadas.

As atividades de hialuronidase e 5’-nucleotidase ficaram concentradas nas
fracbes cromatogréficas 1 e 2, enquanto as proteases (elastase, colagenase,
caseinolitica, azoalbumina e azocaseina) ficam mais evidentes nas fracdes
cromatograficas 3 a 5 e a fosfolipase nas fracdes cromatogréaficas 6 a 8. A fracéao

cromatografica 9 ndo apresentou nenhuma nas atividades testadas.

Tabela 4. Atividades enziméticas identificadas na peconha de P. falkneri

Atividade Enzimética Extrato bruto 1 2 3 4 5
Hialuronidase (TFU/mg) 4,72 x 10° + 0,007 X X - - -
5’-Nucleotidase (U/mg) 1,2+0,12 X X - - -
Elastase (U/mg) 150,0 £ 0,621 - X X X -
Colagenase (U/mg) 371,410,784 - X X X -
Azocaseina (U/mg) 323,4+0,23 - X X X -
Azoalbumina (U/mg) 412,2 + 0,15 - X X X -
Caseinolitica (U/mg) 275,2+0,014 - X X X -
Fosfolipase (U/mg) 122,8 £ 0,012 - - - X X
Fosfolipase Az (U/mg) 128,7 £ 0,087 - - - X X
Fosfodiesterase (U/mg) ND - - - - -
L-amino&cido oxidase ND - - - - -

ND — Nao detectado

7

O envenenamento por arraias é caracterizado por um quadro local
importante, no qual a dor intensa € o principal sintoma. Apos alguns minutos,
aparecem ao redor do ponto ferido, eritema e edema dolorido com a presséo,
caracterizando a primeira fase do envenenamento. Apdés uma semana, apresenta-

se com necrose central, porém sem formacdo de crosta. Produz-se, ao redor
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desta, flacidez tissular e posterior formacdo de uma Ulcera profunda de cor rosa

palida, bem recortada, que evolui lentamente.

A analise enzimatica proposta neste estudo teve como base os sintomas
acima apresentados, uma vez que a intensa reacdo inflamatdria observada no
acidente sugere o envolvimento de enzimas que possam degradar ou promover a
degradacdo tecidual. A analise enzimética da peconha de P. falkneri mostrou a
presenca de proteases que agem em varios substratos, indicando a possibilidade
de existir mais de um tipo de protease e, dessa forma os resultados sugerem o

envolvimento destas proteases na leséo instalada.

F Pf Ba

Figura 22. Atividade fibrinogenolitica de Potamotrygon falkneri. (F) Fibrinogénio sem
adicdo de amostra. (Pf) Fibrinogénio incubado com peconha de P. falkneri. (Ba)
Fibrinogénio incubado com peconha de Bothrops alternatus.

Barbaro et al. (2007) realizaram um estudo no qual caseina, gelatina e
fibrinogénio foram adicionados a matriz de eletroforese SDS-PAGE e identificaram
varios componentes com massa molecular acima de 83 kDa os quais agiram sobre
0S substratos citados. Neste mesmo estudo fizeram 0 mesmo ensaio, porém

realizando uma pré-incubagdo com inibidores de metaloproteinases os quais nao
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foram capazes de inibir a atividade enzimatica, o que indica que as enzimas
proteoliticas presentes na peconha de P. falkneri ndo pertencem ao grupo das
metaloproteinases. Porém, Oliveira Jr. (2014) a partir do transcritoma do tecido que
recobre o ferrdo das arraias P. falkneri e P. motoro identificou varias enzimas
proteoliticas do tipo metaloproteinases dentre elas, colagenase, estromelisina,
macrofago elastase, enamelisinas, gelatinase, epilisinas, desintegrinas e caspases
0 que corrobora com a sintomatologia apresentada nos acidentes, especialmente

no que se refere a necrose.

As metaloproteinases degradam as macromoléculas da matriz intersticial,
incluindo o colageno, a fibronectina, proteoglicana e laminina, entre outras.
Coletivamente sdo capazes de degradar todas as proteinas componentes da
matriz extracelular e das membranas basais e, dentre as conhecidas nas pegconhas
animais estdo as colagenases, elastases e gelatinases (Gutiérrez e Rucavado,

2000).

Neste estudo, além da atividade caseinolitica, a qual € um teste inespecifico,
realizou-se andlises das atividades enziméticas de elastase e colagenase, que
agem especificamente em substratos presentes na matriz extracelular, o que
demonstra o envolvimento direto dessas enzimas na leséo tecidual, especialmente

na necrose flacida ao redor do ferimento.

A peconha de P. falkneri ndo foi capaz de clivar o fibrinogénio, uma vez que
todas as cadeias da molécula (a, B e y) permaneceram inalteradas, apoés
incubacdo por 60 minutos (Figura 22), o que indica que a peconha da arraia ndo
tem atividade sobre o sistema de coagulacdo, corroborando com os resultados
encontrados por Barbaro et al. (2007), nas pegconhas de P. falkneri e D. guttata,

utilizando plasma humano.

Além das enzimas proteoliticas identificadas neste estudo, outra enzima que
pode ter uma influéncia importante na fisiopatologia do envenenamento, é a

hialuronidase. E a enzima que tem a maior atividade na pegonha e, em uma acio
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conjunta com as enzimas proteoliticas, podem potencializar a a¢édo local, uma vez
gue esta enzima é conhecida por ser um fator de dispersao que facilita a disperséao
da peconha no tecido da vitima (Duran-Reynals, 1936; Girish et al., 2004; Wahby
et al., 2012b). Estudos recentes suportam a ideia da utilizacdo de inibidores de
hialuronidase ou ainda um soro especifico para combater os efeitos desta enzima,
em uma tentativa de diminuir os efeitos locais e sistémicos do envenenamento

(Girish e Kemparaju, 2006; Wahby et al., 2012a)

A hialuronidase é uma enzima comumente encontrada na peconha de vérias
espécies. Nas peconhas de peixes ja foi descrita em peixe-pedrae outras espécies
de arraias (Poh et al., 1992; Magalhaes et al., 2008; Madokoro et al., 2011), porém
estas peconhas, em geral, exibem uma atividade muito mais alta do que nas
peconhas de outras espécies. Pukrittayakamee et al. (1988) relataram atividade
especifica de hialuronidase nas peconhas de serpentes em uma média de 200
U/mg Poh et al. (1992) identificou na peconha de Synanceja horrida (peixe-pedra)
uma atividade especifica 6,1 U/mg. Na peconha de P. motoro, a atividade
hialuronidasica foi determinada em 3,61 x 10° U/mg (Magalhdes et al., 2008).
Neste estudo identificamos atividade especifica de 4,72 x 10° U/mg, corroborando
com os resultados de uma atividade significativa de hialuronidase na peconha de

arraias.

Dessa forma pode se inferir que as proteases juntamente com a
hialuronidase, com atividade tdo alta, pode ser o principal fator atuante nos
sintomas locais do envenenamento por arraias de agua doce. Estudos recentes
suportam a ideia da utilizacdo de inibidores de hialuronidase ou ainda um soro
especifico para combater os efeitos desta enzima, em uma tentativa de diminuir os
efeitos locais e sistémicos do envenenamento (Girish e Kemparaju, 2006; Wahby
et al., 2012a). No caso dos acidentes por arraias, uma pratica comum entre 0s
ribeirinhos, é a lavagem do ferimento com agua quente, para que a dor no local

diminua e as sequelas sejam menores. Considerando que a hialuronidase é uma
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enzima termolabil, essa pratica comum pode causar uma diminui¢cdo nos efeitos da

hialuronidase e, consequentemente explicar a diminuicdo dos efeitos locais.

Os ensaios para identificar a atividade fosfolipasica tiveram como objetivo
verificar a presencga de atividade fosfolipasica em geral, e também se ha atividade
fosfolipasica A2, com dependéncia de célcio. Os resultados obtidos indicam uma
atividade fosfolipasica baixa, quando comparada as atividades encontradas em
outras peconhas especialmente as de serpentes. Magalhdes (2001) analisou a
peconha de P. motoro e também identificou baixa atividade fosfolipasica naquela
peconha, sendo que os mesmos resultados foram encontrados por Barbaro et al.
(2007) nas peconhas de P. falkneri e D. guttata. Em uma analise do transcriptoma
da glandula da peconha de P. falkneri e P. motoro, identificaram-se transcritos de

fosfolipase As, fosfolipase Az e fosfolipase D (Oliveira Jr., 2014).

Considerando os efeitos biolégicos ja identificados na peconha de P.
falkneri, P. scobina e P. orbignyi (Magalhées et al., 2006; Barbaro et al., 2007),
dentre eles dor, edema, necrose e atividade miotoxica e a ainda que fosfolipases
geralmente estejam envolvidas nos processos inflamatoérios, a presenca desta
enzima nas peconhas de arraias pode inferir que ocorra participacdo destas
fosfolipases no processo inflamatério local no acidente como ja descrito para
peconhas de vespas, serpentes e aranhas (Teixeira et al., 2009; Catalan et al.,

2011; Sukprasert et al., 2013).

Russell (1953) cita a presenca de serotonina e atividades enziméticas de
fosfodiesterase e 5'nucleotidase na peconha de arraias marinhas. Entretanto, a
fosfodiesterase nédo foi detectada na peconha de P. falkneri, da mesma forma que
nao foi identificada na pegonha de P. motoro (Magalhdes, 2001), que séao arraias
dulcicolas. Provavelmente devido a uma variabilidade interespecifica. Da mesma

forma nao identificamos a atividade de L-aminoacido oxidase.

A enzima 5 -nucleotidase demonstrou alta atividade, semelhante as

encontradas nas peconhas de serpentes, onde tem-se publicado alguns artigos
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relatando sobre suas propriedades e funcbes (Ogawa et al., 2009; Trummal et al.,
2015). Em peixes, esta enzima foi identificada, mas ainda néo isolada, na peconha
de Synanceja horrida e Scatophagus argus (Khoo et al., 1992; Sivan et al., 2010).
Sua atividade biol6gica tem sido relacionada a uma atividade de inibicdo da
agregacéo plaquetaria e alguns autores sugerem que 5’nucleotidase possa agir
sinergisticamente com outras enzimas como ADPase, fosfolipases e proteases

para exercer maior atividade anticoagulate (Silva Jr e Aird, 2001; Hart et al., 2008).
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CONSIDERACOES GERAIS

A peconha pode ser definida como uma secre¢cdo produzida em uma
glandula especializada de um animal, sendo sua inoculacdo realizada através de
um ferimento minimo, que contém moléculas que perturbam o0s processos
fisiolégicos normais, para facilitar a alimentacdo ou a defesa do animal que a
produz (Fry et al., 2009). Sua funcéo é variada e esta mais comumente relacionada
com a alimentacdo (captura e/ou digestdo da presa), especialmente para
serpentes, aranhas, escorpides, e com a defesa individual ou coletiva, como

ocorrem para a maioria dos peixes, equinodermos, larvas de lepidépteros.

Os componentes proteicos sao a maioria na composicao das peconhas e,
estes refletem sua fungcédo. Peconhas utilizadas principalmente para defesa, como
por exemplo, peixes ou abelhas, a composicédo é mais simples e conservada e 0s
sintomas apresentados pelas vitimas, logo apés o acidente, é a dor, enquanto que
as peconhas utilizadas na digestédo, propriamente dita, a mistura proteica parece
sofrer mais variacdes dentro de cada grupo. Essa complexidade leva a uma grande
variacdo na composicdo das peconhas em relacdo a sua toxicidade, e como isso,
no modo de relacionamento entre as moléculas dentro dessa composi¢ao, e ainda

da idade, sexo, populacdes de uma espécie (Casewell et al., 2013).

Neste estudo fizemos uma andlise enzimatica geral da peconha da arraia
Potamotryogn falkneri e isolamos duas fosfolipases da peconha do escorpido
Hadrurus gertschi. Filogeneticamente estes dois grupos estdo distantes um do
outro. Dentro da classificacdo zooldgica, escorpifes sdo invertebrados, e por isso
considerado mais primitivo do que as arraias, que estdo dentro do grupo dos
vertebrados. Porém, quando consideramos a composicdo das peconhas destas
duas espécies, fica claro que as peconhas escorpibnicas sdo mais evoluidas,
guando comparadas com as arraias, inclusive no aparato de producéo da peconha,

ja que possuem facilidade maior para penetragédo nos sistemas biolégicos da vitima
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e, com isto, provocar efeitos sisttmicos mais importantes. As arraias
demonstraram atividades de proteases, hialuronidase e fosfolipase na composicao
da sua peconha (Magalhdes et al., 2008; Oliveira Jr, 2014), enquanto que nos
escorpifes essas enzimas ainda sdo pouco conhecidas, apesar de ja serem

descritas (Almeida et al., 2002; Rokyta e Ward, 2017; Uribe et al., 2017).

As fosfolipases A2 estdo amplamente distribuidas nas pegonhas animais,
onde Ihe sdo atribuidas uma variedade de funcfes biologicas. Com base na suas
sequencias primarias, padrdes de pontes dissulfeto e suas propriedades
bioguimicas, as fosfolipases Az estdo classificadas em 12 grupos. As fosfolipases
A2 das peconhas ofidicas estdo inseridas dentro dos grupos | e Il, enquanto que as
fosfolipases isoladas a partir das peconhas de abelhas, escorpibes, lagartos estao
incluidas dentro do grupo lll, no qual estas enzimas apresentam, em sua molécula,
dez cisteinas, sdo heterodiméricas e compostas por duas subunidades, sendo uma
com cadeia longa e outra de cadeia mais curta. Fosfolipases Az dos grupos I, Il e lll
sdo altamente semelhantes quando se analisa a ligacdo do Ca?* no sitio ativo da

enzima (Dennis et al., 2011).

Ambas as peconhas analisadas neste estudo demonstraram atividade de
fosfolipase A2 dependente de calcio. Na peconha de Hadrurus, provavelmente uma
das enzimas purificadas podera estar relacionada com a fosfolipase Az identificada
por Schwartz et al. (2007), a qual demonstrou as mesmas caracteristicas de outras
fosfolipases ja isoladas da peconhas de outras espécies de escorpides, ou seja,
constituida por 2 subunidades, sendo uma com cadeia mais longa e outra com
cadeia mais curta, estabilizadas por pontes dissulfeto, enquanto a peconha de P.
falkneri mostrou atividade fosfolipasica A2, porém com atividade especifica mais

baixa do que as fosfolipases isoladas da peconha do Hadrurus gerstchi.

Oliveira Jr (2014), em um estudo do transcritoma da peconha de P. falkneri
e P. motoro, identificou dois transcritos de fosfolipase A2, fosfolipase A1 e

fosfolipase D.
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Abaixo segue um alinhamento entre as sequencias identificadas por Oliveira
Jr (2014) (PF1 e PF2), as sequencias de Hadrurus gerstchi (PA2HAD e HG_2474)

e uma fosfolipase conhecida de Bothrops jararacussu (PA2B1_BOTJR).

PA2HAD  —-——-— MSLIIVLVISVLSADAVLSMDNELYLNLEPSQRSSWPVARAVRMQFSKRSEGGR- 54
PF1 MKAGCLLTLSVLHGL--———-==—————-——————————————————————— VLPVDGGR- 23
PF2 === MLGLFVLF-L-——----—————————————————————————————— LSAVAGSIS 18
PA2B1 BOTJR ----- MRTLWIMAVL-————--————————————————————————————— LVGVEGSL- 18
HG 2474 ----- MSLIIVLVISVLSADAVLSMGNELYLNLEPSQRSSWPVARAVRMQFSKRSEGGR- 54
. P *
PA2HAD -ESRKMQGCQILESLNDIAREALRTPRHTTKRISKDEMEFFEGRCLSVGESERTVLGTKW 113
PF1 -LKRH------ LDQLGSMIECRVGEGRWL---—--— TWLDYFDYG--————====———— CY 56
PF2 IESRN------ LIQFADLIRCAIPGVN--—-—-—-———— PFKFNNYG--—-—-—————————— CY 49
PA2B1 BOTJR --———-————---— FELGKMILQETGKNP----—-——-— AKSYGAYG-—-——————=————— CN 43
HG 2474 -ESRRMQGCQILESLNDIAREALRTPRYATKRISKDEMEFFEGRCISVGESERTVLGTKW 113
PA2HAD CGAGNEAANYSDLGYEFNNVDRCCREHDHCDNIPAGETKYG--—-——-——-—-—-—=—————————— 153
PF1 CGFGGQG--—--- QOPVDAVDGCCRLHDICYGKLESKGGCHWYHSPYWTHYTWICGREQSL 110
PF2 CGLGGSG-————-— KPVDELDRCCQTHDYCYDDAKKKEKCKIINAPKMKHYSYTCSKGKI- 102
PA2B1 BOTJR CGVLGRG------ KPKDATDRCCYVHKCCYKKLTG-———---— CDPKKDRYSYSWKDKTI- 89
HG 2474 CGAGNEAANYSDLGYEFNNVDRCCREHDHCDNIPAGETKYG--—-————-—-—=——————————— 153
kx o sk k% x| %
PA2HAD --LKNEGTYTMMNCKCEKAFDKCLSDISGYFTRKAVSAVKFTYFTLYGNGCYN--VKCEN 209
PF1 TCVDPRGTCARSVCDCDKKLVDCEFSRSN--YNPDLRGINK----—-————-—-————— DVMCQ 153
PF2 EC-KGNSRCGKFICECDRQVAICFSKAK--YNSLNKGIKK---—-——————=—=———— SRCK- 143
PA2B1 BOTJR VC-GENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLK--------—-—-—----- PFCKK 133
HG 2474 —--LKNEGTYTMMNCKCEKAFDKCLSDISGIFTEAATISAVKLHILHFMEMPATTSNARMKD 211

* ke . * . . *

Podemos identificar glicina conservada em todas as sequencias na posi¢ao
60, assim como as cisteinas para a formacédo das pontes dissulfeto nas posicoes
114-136, 135-174, 142-167, 165-202 e 207-217 em todas as sequencias
apresentadas. As massas moleculares dessas enzimas foram semelhantes a

outras fosfolipases comuns nas peconhas sendo elas entre 15 e 17 kDa.

As fosfolipases A1 pertencem ao gene das familias das lipases pancreaticas,
o qual se mantém conservado nos mais variados organismos (Carriere et al.,
1998). Estudos cristalograficos de lipases pancreéaticas humanas, mostram que séo
compostas por dois dominios, um amino-(N-) e um carboxy (C-) terminais. O sitio
catalitico esta localizado no N-terminal e é composto por Ser, Asp e His. Foi
identificada e caracterizada na pegonha de varias espécies de vespas onde tem
sido considerada como o principal alérgeno e por atuar no processo inflamatorio

causando edema e atividade na ativagdo da agregacgéo plaquetaria (Sukprasert et

al., 2013; Soldatova e Kochoumian, 1993).
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As fosfolipases D sao ativadoras de sinal e por isso estdo agrupadas
juntamente com as fosfolipases Az, fosfolipases C e esfingomielinases uma vez
que degradam fosfolipideos que geram produtos biologicamente ativos
desempenhando func¢des de regulacdo das células. Esta enzima é considerada por
Magalhdes et. al. (2013), como o principal fator envolvido na dermonecrose
apresentada nos envenenamentos pela aranha Loxosceles gaucho. Esta enzima
foi clonada e expressa em bactérias e, além de ser capaz de hidrolisar a
esfingomielina, demonstrou capacidade de provocar reacdes locais como edema,
eritema, equimoses e ainda dermonecrose, atividade hemolitica e promover a

agregacao plaquetaria.

Desta forma pode-se considerar que, apesar de componentes comuns entre
as duas espécies, especialmente no que se refere as fosfolipases. Na peconha das
arraias elas podem estar diretamente ligadas a agcéo local do envenenamento uma
vez que podem apresentar, além das proteases que tém um papel bem conhecido
nas reacdes locais do envenenamento, outras enzimas, como fosfolipases, que
podem interagir com as proteases, potencializando a acao local, enquanto que nos
escorpides, podem influenciar na reacdo inflamatéria local, mas sua funcao parece

ser mais importante nas reacdes sistémicas.
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CONCLUSOES

- Os componentes presentes na peconha de Potamotrygon falkneri
contribuiem significamente para a fisiopatologia do envenenamento, considerando

0s sinais locais do quadro clinico.

- As duas fosfolipases presentes na peconha de Hadrurus gerstchi possuem
um papel fundamental no quadro inflamatério do envenenamento uma vez que

causam efeito edematogénico importante.
- As fosfolipases de Hadrurus gerstchi possuem atividade hemolitica.

- As fosfolipases de Hadrurus gerstchi tém melhor efeito enzimatico em pH 8

e 8,5 e em temperatura entre 35 e 40°C.
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PERSPECTIVAS

Purificar e caracterizar as enzimas identificadas na peconha de

Potamotryogon fakneri;
Avaliar as atividades biolégicas da peconha de Potamotrygon falkneri;

Identificar, purificar e caracterizar enzimas proteoliticas na peconha de

Hadrurus gerstchi;

Identificar moléculas que possam ser utilizadas como novos modelos
farmacolégicos e ferramentas biotecnolégicas nas peconhas de

Potamotrygon falkneri e Hadrurus gerstchi.
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